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A TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein) é uma proteína 
multifuncional expressa em diversos organismos e tecidos. Diferentes estudos 
já estabeleceram seu envolvimento na malignidade, reversão tumoral e 
apoptose. Além disso, em ambiente extracelular, ela atua como um fator de 
liberação de histamina (HRF). Esse trabalho é organizado em dois capítulos, o 
primeiro refere-se ao estudo da TCTP no processo de reversão tumoral em 
melanoma murino e humano. A atividade antitumoral da sertralina (droga que 
atua reduzindo os níveis proteicos da TCTP) foi avaliada e comparada à 
dacarbazina (quimioterápico de escolha no tratamento clínico do melanoma). 
Nossos resultados demonstram que a sertralina reduz os níveis proteicos da 
TCTP, além de aumentar os níveis intracelulares da P53 em células de 
melanoma. As células tratadas com sertralina reduziram a viabilidade celular, 
migração celular e a capacidade de gerar colônias em meio semi-sólido; 
mesmo após a remoção do tratamento o efeito foi mantido. Essas alterações 
sugerem uma complexa reprogramação celular desencadeada pela sertralina e 
acompanhada da redução da TCTP. Em ensaio in vivo, avaliando o uso da 
sertratina combinada ou não à dacarbazina, podemos observar que a sertralina 
é capaz de inibir a formação tumoral, sendo essa inibição superior a 
dacarbazina isolada. Além disso, o uso concomitante de sertalina e 
dacarbazina apresentou maior inibição do que os fármacos isolados. 
Analisando as biópsias dos tumores, observamos redução dos níveis da TCTP. 
Enquanto o tratamento com dacarbazina leva a um aumento da P53, com 
aumento da TCTP. Além disso, podemos observar uma redução da Ki67 e 
aumento da Caspase 3 nas biópsias dos animais tratados com sertralina. 
Esses resultados corroboram nossos dados anteriores e a literatura que 
relaciona altos níveis da TCTP com tumores agressivos, além de apontar a 
TCTP como uma proteína alvo para o estudo da reversão tumoral em linhagens 
de melanoma. No segundo capítulo deste trabalho descrevemos os estudos da 
caracterização da TCTP de aranha-marrom Loxosceles intermedia (LiTCTP) 
como fator de liberação de histamina. Nossos resultados mostram que a 
LiRecTCTP é capaz de degranular basófilos e assim gerar aumento da 
atividade β- hexosaminidase. A LiRecTCTP gera um aumento do influxo de 
cálcio nas células concentração dependente e também aumenta a expressão 
de IL-3 e IL-4. Essa toxina foi capaz de aumentar a permeabilidade vascular e 
gerar edema de pata em camundongos. Quando os animais são tratados com 
antagonistas de receptores histaminérgicos e de degranulação de mastócitos 
podemos observar uma alteração na permeabilidade e na formação de edema. 
O cromoglicato (inibidor de degranulação) é capaz de inibir os efeitos de 
LiRecTCTP tanto in vivo quanto in vitro, porém a cimetidina, antagonista de 
receptos H2 (presente principalmente nas células da mucosa intestinal) não 
interfere significativamente nos efeitos da histamina liberada pela LiRecTCTP. 
Além disso, podemos observar que a LiTCTP está relacionada ao processo 
inflamatório decorrente do loxoscelismo, pois esta atuou aumentando o 
extravasamento de líquido intersticial e o edema e in vivo. Esses dados 
corroboram a literatura e confirmam que a LiTCTP libera histamina in vivo. 
Dessa forma podemos melhor compreender a TCTP na malignidade e 


























































Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP) is a multifunctional protein 
expressed in various organisms and tissues. Different studies have already 
established TCTP involvement in malignancy, tumor reversion and apoptosis. In 
addition, in the extracellular environment, it acts as a histamine releasing factor 
(HRF). This work is organized in two chapters; the first refers to the study of 
TCTP in the process of tumor reversion in murine and human melanoma. The 
antitumor activity of sertraline (a drug that act by reducing protein levels of 
TCTP) has been evaluated and compared to dacarbazine (chemotherapy used 
in the clinical treatment of melanoma). Our results demonstrate that sertraline 
reduces protein levels of TCTP, in addition to increasing an intracellular levels 
of P53 in melanoma cells. Cells treated with sertraline reduced cell viability, cell 
migration and the ability to generate colonies in soft-agar, even after the 
treatment was removed for 5 days. These changes suggest a complex cellular 
reprogramming triggered by sertraline and accompanied by the reduction of 
TCTP. In the in vivo assay, the use of sertraline combined or not with 
dacarbazine was evaluated, we can observed that sertraline is able to inhibit 
tumor formation, this inhibition was stronger than the observed for dacarbazine 
alone. In addition, the concomitant use of sertraline and dacarbazine showed 
better results than the inhibition obtained by each drug alone. Analyzing the 
biopsies, we observed reduction of TCTP levels in tumors. While treatment with 
dacarbazine leads to an increase of P53, with increase of TCTP. In addition, we 
can observe a reduction of Ki67 and increase of caspase 3 in the biopsies of 
animals treated with sertraline. These results corroborate our previous data and 
the literature that relate high levels of TCTP with aggressive tumors, besides 
they point TCTP as a target protein for the study of tumor reversion in 
melanoma cell lines. At the second chapter of this work, we describe the 
characterization studies of the brown spider TCTP Loxosceles intermedia 
(LiTCTP) as a histamine releasing factor. Our results show that LiRecTCTP is 
able to degranulate basophils and thus generate increased β-hexosaminidase 
activity. LiRecTCTP triggers an increase of calcium influx in the cells, in 
concentration-dependent manner and also increases the expression of IL-3 and 
IL-4. This toxin was able to increase vascular permeability and generate paw 
edema in mice. When animals are treated with histaminergic receptor 
antagonists and mast cell degranulation inhibitor, a change in permeability and 
formation of edema can be observed. Chromolyn (degranulation inhibitor) is 
able to inhibit the effects of LiRecTCTP in vivo and in vitro, but cimetidine, H2 
receptor antagonist, (H2 is present mainly in intestinal mucosal cells) does not 
significantly interfere with the effects of LiRecTCTP. In addition, we show that 
LiTCTP is related to the inflammatory process in loxoscelism, LiRecTCTP 
increase the extravasation of interstitial fluid and promotes edema in vivo. 
These data corroborate the literature and the inhibition obtained by histamine 
antagonists confirm that LiTCTP triggers the release of histamine in vivo. In this 
way, our results provide meaninful information which helps to better understand 
the role of TCTP in melanoma malignancy and tumorigenesis and as a 
histamine releasing factor. 
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A proteína TCTP, do inglês Translationally Controlled Tumor Protein, foi 
identificada há aproximadamente 30 anos e recebeu diferentes denominações 
que enfatizam algumas de suas atividades como fortilina, relacionada com sua 
atividade antiapoptótica, e HRF (do inglês Histamine Releasing Factor), que 
enfatiza a atividade extracelular liberadora de histamina da proteína. A TCTP 
apresenta diversas propriedades biológicas e ainda sim seu papel molecular 
ainda não é completamente entendido (Gachet et al., 1999; Bommer e Thiele, 
2004; Telerman e Amson, 2009; Koziol e Gurdon, 2012). Ela possui um alto 
grau de conservação em todo o reino animal, sendo aproximadamente 50% de 
todos seus aminoácidos conservados (Thayanithy, 2005; Hinojosa-Moya et al., 
2008). Recentemente, o que impressiona é a variedade de atividades celulares 
e extracelulares descritas para a TCTP e o número de parceiros moleculares, 
caracterizando-a como uma proteína multifuncional (Amson et al., 2012; Koziol 
e Gurdon, 2012; Amson, Karp, et al., 2013; Amson, Pece, et al., 2013; Acunzo 
et al., 2014). Alguns autores destacam a possibilidade de que a TCTP possa 
estar presente em duas frações celulares, uma relacionada com a proliferação 
celular e outra relacionada com a comunicação celular e a liberação de 
histamina. O fato de que animais que possuem um único gene codificando a 
TCTP podem ou não secretar a proteína deixa claro que a diferente expressão 
tecidual e a regulação da sua localização são fatores determinantes da função 
(Thiele et al., 2000; Amzallag et al., 2004; Hinojosa-Moya et al., 2008; Amson, 
Karp, et al., 2013; Acunzo et al., 2014).  
Níveis aumentados da TCTP foram demonstrados em diferentes células 
tumorais e tumores humanos (Slaby et al., 2009; Telerman e Amson, 2009; Ma 
et al., 2010; Amson, Karp, et al., 2013; Acunzo et al., 2014). Além disso, a 
regulação negativa (downregulation) da TCTP tem sido utilizada com sucesso 
em modelos biológicos de reversão tumoral (Tuynder et al., 2002; Tuynder et 
al., 2004; Amson et al., 2012; Amson, Karp, et al., 2013). A redução dos níveis 





células denominadas “revertentes”, as quais não apresentam mais o fenótipo 
maligno. A TCTP mostrou se um regulador chave da estabilidade e atividade 
da P53, e estas duas proteínas apresentam repressão recíproca (Amson et al., 
2012). Drogas que atuam sobre a TCTP, diminuindo seus níveis, estão em 
triagem clínica (Telerman e Amson, 2009; Amson et al., 2012; Amson, Pece, et 
al., 2013). Efeito antitumoral pela diminuição dos níveis intracelulares da TCTP 
já foi observado em células de melanoma (Tuynder et al., 2004). Dessa forma, 
a TCTP se mostra como um possível biomarcador tumoral com aplicação em 
testes diagnósticos (Van De Sande et al., 2006; Kim et al., 2008; Slaby et al., 
2009) e possível alvo terapêutico (Chung et al., 2000; Zhu et al., 2008; Chan, 
Chen, Liu, et al., 2012; Amson, Karp, et al., 2013).  
 Em modelos tumorais, estudos com drogas que inibem a atividade da 
TCTP mostraram diminuição do crescimento tumoral in vitro e in vivo (Tuynder 
et al., 2004; Amson, Karp, et al., 2013). Inicialmente, Tuynder e colaboradores 
(2004) testaram a utilização de anti-histamínicos em células tumorais e 
verificaram que essas drogas eram capazes de reduzir a expressão da TCTP. 
Por similaridade estrutural foram testadas outras drogas como sertralina, 
paroxetina e tioridazina, as quais também reduziram os níveis da TCTP com 
efeitos antitumorais in vitro e in vivo (Tuynder et al., 2004). Dessa forma é de 
interesse avaliar o papel da TCTP na malignidade do melanoma humano e 
















1.2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar a participação da proteína TCTP no fenótipo tumoral e os efeitos do 
tratamento com sertralina em modelo de melanoma murino e humano. 
 
1.2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Verificar a expressão da TCTP e P53 das linhagens de melanoma humano e 
murinho após tratamento com sertralina; 
- Investigar o efeito da sertralina sobre a clonogenicidade, migração e 
viabilidade das linhagens de melanoma utilizadas; 
- Avaliar os efeitos in vivo da sertralina e/ou dacarbazina em modelo murino 
(formação tumores subcutâneos B16F10 em camundongos C57BL6);  
- Verificar a presença da TCTP, P53, Ki67 e caspase 9 nos tumores removidos 
dos camundongos tratados ou não com sertralina e/ou dacarbazina; 
- Avaliar a expressão da TCTP após o tratamento de sertralina a longo prazo; 
- Investigar a proliferação celular e a clonogenicidade das linhagens de 
melanoma após o tratamento com sertralina a longo prazo; 
- Avaliar os efeitos in vivo após o tratamento com sertralina em modelo murino 














A proteína TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein) foi 
identificada por três grupos de pesquisa diferentes que estudavam proteínas 
reguladas a nível traducional, recebendo três denominções distintas (P21, Q23 
e P23). A TCTP também é denominada fortilina (atividade antiapoptótica) e 
HRF (atividade histaminérgica). Nas últimas três décadas, diversos grupos 
passaram a mostrar interesse no estudo das funções biológicas desta proteína, 
uma vez que ela mostrou participar de importantes processos celulares (Figura 
1) e apresentar diversos parceiros moleculares (Figura 2) (Koziol e Gurdon, 
2012; Amson, Karp, et al., 2013).  
 






Figura 2: Representação esquemática das proteínas que interagem com a TCTP. Adaptado 
de AMSON, 2013. 
 
Estudos anteriores revelaram que a TCTP está presente nos ambientes 
intracelular e extracelular e que isso está intimamente relacionado à sua 
participação em diversos processos biológicos como desenvolvimento, 
crescimento celular, divisão celular, síntese proteica, resposta imune, reversão 
tumoral, transformação celular, indução da pluripotência em células tronco e 
apoptose. Essa proteína está presente em vários tecidos, mas é expressa 
preferencialmente em tecidos com atividade mitótica. A expressão da TCTP é 
altamente regulada em nível transcricional e traducional por uma gama de 
sinais extracelulares (Bommer e Thiele, 2004; Tuynder et al., 2004; Telerman e 





Ichikawa, 2012; Amson, Karp, et al., 2013; Amson, Pece, et al., 2013; Acunzo 
et al., 2014).  
 A proteína TCTP é essencial para o desenvolvimento embrionário e 
proliferação celular em camundongos e em Drosophila. Além disso, ela possui 
a capacidade de ligar cálcio e estabilizar microtúbulos, podendo então estar 
relacionada ao controle do ciclo celular (Bommer e Thiele, 2004; Hinojosa-
Moya et al., 2008; Koziol e Gurdon, 2012; Acunzo et al., 2014). Estudos têm 
identificado proteínas que interagem com a TCTP e mostrado que estão 
relacionadas a diversas vias bioquímicas e de sinalização (Figura 2).  Por 
exemplo, foram identificadas interações entre a TCTP e a tubulina (Gachet et 
al., 1999; Rinnerthaler et al., 2006), actina-F (Bazile et al., 2009), o PLK em 
mamíferos (Yarm, 2002), fatores de tradução e alongamento eEF1A e 
eEF1Bbeta (Cans et al., 2003), proteína Mcl-1 (Li et al., 2001; Liu et al., 2005), 
proteína TSAP6 (Amzallag et al., 2004), Na-K-ATPase (Jung et al., 2004), 
proteína Bcl-XL (Yang et al., 2005) e proteína Chrf (Burgess et al., 2008). 
Recentemente, revisões da literatura sumarizaram as proteínas com as quais a 
TCTP interage, são dezenas de proteínas envolvidas com citoesqueleto e 
maquinaria mitótica, processamento e reparo de DNA, biossíntese de 
proteínas, via da P53, entre outros processos celulares vitais (Amson et al., 
2012; Koziol e Gurdon, 2012; Acunzo et al., 2014). Além disso, estudos 
posteriores relataram o envolvimento da TCTP no processo de migração, 
invasão e metástase celular (Bae et al., 2015). 
Os níveis aumentados da TCTP em tumores quando comparado aos 
tecidos normais indicam um papel desta proteína na tumorigênese. A TCTP é 
considerada candidata a marcador tumoral e/ou alvo terapêutico em diversos 
tumores, como próstata, mama, fígado, rins, pulmões, colorretal, ósseo, 
leucemia e glioma (Tuynder et al., 2002; Niforou et al., 2008; Zhu et al., 2008; 
Kim et al., 2009; Slaby et al., 2009; Telerman e Amson, 2009; Amson et al., 
2012; Chan, Chen e Guan, 2012; Koziol e Gurdon, 2012; Amson, Karp, et al., 
2013; Acunzo et al., 2014; Ambrosio et al., 2015; Jin et al., 2015; Rocca et al., 
2015). Contudo, mais surpreendente que sua multifuncionalidade e seus 
múltiplos parceiros, é o envolvimento da TCTP no processo de reversão 
tumoral, o qual tem atraído atenção da comunidade científica nos últimos anos 





1.3.2 TCTP e Tumores 
 
 A proteína TCTP, apesar de ter sido nomeada uma proteína ‘tumoral’, 
devido ao material de origem do estudo que a descreveu e caracterizou 
(Tuynder et al., 2004), também é encontrada em células normais. A TCTP é 
expressa em quase todos os tipos de câncer (células e tecidos), mas em 
diferentes níveis (Thiele et al., 2000). Na última década cresceram as 
evidências de que a TCTP está possivelmente relacionada ao câncer. Contudo 
a TCTP não se comporta como um oncogene clássico; sua superexpressão em 
camundongos transgênicos não induziu ou favoreceu a formação de tumores 
(KIM et al., 2008; YUEH et al., 2010). Estudos relataram que os níveis da TCTP 
estão relacionados ao crescimento, propriedade antiapoptóticas e 
tumorigênese (Koziol e Gurdon, 2012; Nagano-Ito e Ichikawa, 2012; Acunzo et 
al., 2014). Além disso, foi sugerida a utilização da TCTP como um marcador de 
câncer de mama (Amson et al., 2012) e carcinoma hepatocelular (Chan, Chen, 
Liu, et al., 2012). Trabalhos utilizando amostras de câncer de cólon indicam 
que há um aumento da TCTP em adenomas e adenocarcinomas de cólon, 
comparado com o tecido normal em ensaios de imunohistoquímica (Kim et al., 
2008). Além disso, Bommer e colaboradores (2017) relacionaram altos níveis 
da TCTP com estágios iniciais de câncer colorretal, estes níveis são mantidos 
na progressão da doença. Em células de câncer de cólon, a expressão desta 
proteína é regulada positivamente durante o tratamento com quimioterápicos 
(5-FU e oxiplatina). A TCTP pode então estar relacionada à resistência a 
medicamentos contra o câncer (Bommer et al., 2017).  
Uma das vias pela qual a TCTP poderia promover o câncer está 
relacionada à sua atividade antiapoptótica. Análoga a Bcl-2, Mcl-1 e Bcl-X, a 
superexpressão da TCTP evita a morte celular por apoptose. Além disso, 
estudos demonstraram que a diminuição da expressão da TCTP em células 
LNCaP (células de câncer de próstata humano) está relacionada a redução da 
viabilidade celular (Gnanasekar et al., 2009). Estudos mostraram a ligação de 
TCTP com Mcl-1, bem como sua ação na inibição da dimerização de Bax 
(Susini et al., 2008) e na ativação de Bcl-xL, por meio de um domínio do tipo 
BH3 – ação antagônica a de outras proteínas de estrutura semelhante 





Lucibello e colaboradores (2011) demonstraram que células de tumor de 
mama do tipo triplo negativo (o subtipo mais agressivo e de mais difícil 
tratamento), MDA-MB231, com aumento nos níveis da TCTP, são menos 
sensíveis ao estresse oxidativo. Além disso, seus resultados mostram que a 
downregulation da TCTP torna as células mais sensíveis ao estresse oxidativo 
(Lucibello et al., 2011). Outros estudos demonstraram que a superexpressão 
da TCTP em células de carcinoma de ovário resulta em uma maior degradação 
de TSC-22 (regulador positivo de p53) e o knockdown da TCTP aumenta a 
apoptose. Assim, a interação entre a TCTP e o TSC-22 previne apoptose via 
desestabilização de TSC-22 em células de carcinoma de ovário (Lee et al., 
2008). Jung e colaboradores (2014) demonstraram que a superexpressão de 
TCTP protege as células HeLa da morte celular induzida por drogas citotóxicas 
como taxol e etoposide. A TCTP é capaz de antagonizar a apoptose via 
mitocondrial após o tratamento com etoposide, ela pode gerar danos da 
membrana mitocondrial, liberação do citocromo c, ativação das caspases 9 e 3 
e a clivagem por EGFR e PLC- γ. Além disso, ela interage com Apaf inibindo a 
amplificação da cascata de caspases e assim a morte celular (Jung et al., 
2014). 
Outra importante maneira pela qual o desequilíbrio da TCTP favorece o 
câncer é por sua interação com a P53. Amson e colaboradores (2012) 
demonstraram que altos níveis teciduais da TCTP em 508 biópsias de 
pacientes com câncer de mama estão associados a tumores agressivos e com 
prognóstico ruim. O knockdown da TCTP em células primárias de tumor 
mamário provenientes de camundongos transgênicos ErbB2 (expressam o 
oncogene ErbB2 ativado no epitélio mamário) leva a um aumento da P53 e 
diminuição do número de células tronco tumorais (Amson et al., 2012; Bommer, 
2012). 
Ma e colaboradores (2010) descobriram que em células de 
adenocarcinoma de cólon a superexpressão da TCTP induz a expressão de 
componentes do sistema ubiquitina proteossoma, biossíntese de proteínas do 
citoesqueleto e metástase (MA et al., 2010). Além disso, outros estudos 
propõem um mecanismo distinto de tumorigênese dependente da TCTP. Esse 





tpt1 que codifica a TCTP e atua como oncogene em aproximadamente 50% 
dos carcinomas hepatocelulares humanos. A superexpressão da TCTP está 
relacionada com o estado avançado do tumor. Essa proteína induz a saída 
rápida da mitose e a segregação cromossômica alterada, resultando em 
instabilidade cromossômica (Chan, Chen, Liu, et al., 2012). Estudo posterior 
relacionou níveis aumentados da TCTP com câncer de próstata. Nesse 
trabalho foi verificada ausência ou baixa expressão da TCTP em células de 
próstata normais, porém em células tumorais de próstata foi possível observar 
níveis aumentados e constantes da TCTP (Baylot et al., 2012). 
Além disso, a superexpressão ou mutações que aumentem a atividade 
da TCTP podem levar a ativação da via de sinalização mTOR, gerando um 
aumento da proliferação celular que irá resultar no desenvolvimento tumoral. 
Da mesma forma, alterações nos níveis da TCTP podem inibir a apoptose. 
Qualquer alteração na TCTP pode impedir que células com danos no DNA 
sejam eliminadas via apoptose e desta forma promove a sobrevivência de 
células que podem se transformar em células cancerosas (Koziol e Gurdon, 
2012). Experimentos de transferência nuclear demonstraram que a TCTP induz 
a transcrição de genes envolvidos com o estado pluripotente como Oct4 e 
Nanog. Desta forma, um aumento da TCTP em células normais pode promover 
a formação de fenótipos pluripotentes de expressão gênica. Isso pode 
reprogramar parcialmente células diferenciadas e quiescentes em células 
proliferativas. Além disso, mutações acumulativas nessas células podem elevar 
os níveis da TCTP promovendo a proliferação dessas células mutantes. 
Quanto maior os níveis de genes relacionados a pluripotência maior será o 
potencial maligno dessas células (Koziol e Gurdon, 2012).  
Outra importante proteína superexpressa em tumores e relacionada ao 
ciclo celular é a enzima pólo quinase 1 (PLK1). A PLK1 é responsável por 
fosforilar a TCTP para progressão do ciclo celular durante a mitose. Dessa 
forma uma superexpressão de PLK1 pode gerar fosforilação da TCTP e uma 
rápida progressão do ciclo celular. Isso pode gerar a progressão do ciclo 
mesmo com a mitose incompleta, gerando uma grande quantidade de 





Estudos recentes relacionaram a TCTP com a transição celular epitelial 
para mesenquimal (EMT). Essa transição está relacionada com aquisição de 
características de células mesenquimais e com a fase inicial do processo de 
metastização, como alteração na adesão celular, capacidade migratória 
aumentada, invasividade, resistência a apoptose, aumento da produção de 
componentes da matriz extracelular e invasividade derivada da via extracelular 
de degradação da matriz extracelular. Nesse mesmo trabalho foi demonstrado 
que o silenciamento da TCTP inibe a EMT e reduz metástases pulmonares em 
células de melanoma murino in vivo (Bae et al., 2015). 
 
1.3.3 Reversão Tumoral 
 
Os estudos com o modelo de reversão de tumores desenvolvido pelo 
grupo do Dr. Adam Telerman demonstraram a importância da TCTP neste 
processo. Este modelo está baseado num raro evento espontâneo e fisiológico 
no qual as células tumorais perdem seu fenótipo maligno, passando a um 
fenótipo mais próximo do normal. Os genes envolvidos nesse processo foram 
identificados, dentre os quais o gene da TCTP (tpt1) mostrou ser o mais 
diferencialmente expresso entre as células tumorais e as revertentes derivadas. 
Além disso, a inibição da expressão da TCTP por técnicas de RNA de 
interferência resultou na supressão do fenótipo maligno (Telerman e Amson, 
2009). O silenciamento do gene da proteína TCTP por siRNA em células de 
câncer de próstata reduz o crescimento celular e induz à apoptose 
(Gnanasekar et al., 2009). Isto demonstra que uma diminuição dos níveis da 
TCTP está relacionada a um fenótipo celular mais próximo do normal. 
Os modelos celulares de reversão tumoral foram obtidos utilizando 
linhagens tumorais e as submetendo a infecções com vírus oncolítico (que 
matam preferencialmente células tumorais). Desta forma foram selecionadas 
células revertentes espontâneas de tumores sólidos e também de tumores 
sanguíneos. A análise da expressão entre as linhagens parentais e as suas 
revertentes identificou cerca de 300 genes diferencialmente expressos na 
reversão tumoral. Vários deles relacionados à regulação de P53. Os principais 





transcricional de P53); Presenilina 1 (gene de predisposição à Alzheimer); 
TSAP6 (controla a secreção de proteínas por exossomos e alvo transcricional 
da P53) e  a TCTP (inibidor da atividade da P53) (Telerman e Amson, 2009). 
Os estudos realizados por Tuynder e colaboradores (2004) indicam que a 
diminuição dos níveis da TCTP em linhagens de melanoma humano (WM-266-
4, WM-115, SK-MEL-28 e Hs852T) revertem o fenótipo maligno, e a inibição da 
expressão da TCTP leva a um fenótipo de reversão tumoral em células NIH3T3 
(fibroblastos) portanto a redução dos níveis da TCTP apresenta um efeito 
antitumoral e relaciona-se fortemente à reprogramação celular com supressão 
do fenótipo maligno. Outros estudos demonstraram que a TCTP, CDC2 
(quinase dependente de ciclina) e PCNA (proteína auxiliar da DNA polimerase) 
são sub-regulados no processo de reversão tumoral (Ge et al., 2011; Bommer, 
2012). 
 
1.3.4 Eixo TCTP-P53 
 
O antagonismo entre TCTP e P53 (uma das mais importantes proteínas 
apoptóticas) foi proposto como um dos mecanismos pelos quais a TCTP 
previne a morte celular por apoptose. Estudos mostraram que o aumento da 
expressão da TCTP em carcinoma de pulmão reverteu a apoptose mediada por 
P53, enquanto o knockdown aumentou a apoptose (Rho et al., 2011). Dessa 
forma alguns autores demonstraram que a TCTP está relacionada com P53, 
inibindo a apoptose mediada por P53 (Chen et al., 2011). Diferentes estudos 
sugeriram diferentes sítios de ligação para P53 e diferentes mecanismos de 
antagonismo. Rho e colaboradores (2011) sugeriram que a P53 liga-se ao 
domínio interno da TCTP, no domínio α-hélice e que o antagonismo acontece, 
pois a TCTP atua desestabilizando P53. Já Chen e colaboradores (2011) 
relataram que a P53 se liga as partes C- e N-terminal da proteína TCTP (folha-
β) e que o antagonismo ocorre devido à TCTP bloquear a ativação 
transcricional induzida de Bax (proteína pró-apoptótica) por P53.  
Estudos recentes sugeriram um feedback negativo entre a TCTP e a 
P53 no qual a TCTP promove a ubiquitinação e degradação da P53, mediada 





promover a secreção da TCTP (Amson et al., 2012). A proteína P53 regula 
negativamente a expressão da TCTP por se ligar ao elemento responsivo a 
P53 na região promotora da TCTP inibindo sua transcrição. Além disso, a P53 
promove a secreção da TCTP via exossomos, pois a ativação da P53 leva à 
expressão da TSAP6 (proteína necessária para secreção via exossomos) e, 
consequentemente, sua ligação à TCTP e secreção por exossomos. Já a TCTP 
regula a expressão da P53 através da sua degradação. A TCTP interage com 
MDM2 (ubiquitinase), impedindo sua auto-ubiquitinação, propiciando a 
ubiquitinação da P53 e sua degradação via proteossomas (Amson et al., 2012) 
(Figura 3). 
 
1.3.5 TCTP- Alvo de Drogas 
 
 Buscando drogas que pudessem diminuir os níveis da TCTP, Tuynder e 
colaboradores (2004) testaram a ação de diversos anti-histamínicos 
(bronfeniramida, prometazina, hidroxizina e dexclorfeniramina) pois a TCTP 
possuir uma atividade como fator de liberação de histamina.  Houve redução 
nos níveis da TCTP quando as células foram tratadas com hidroxizina e 
prometazina, além dessas drogas apresentarem efeitos citopáticos sobre as 
células. Outros fármacos, com similaridade estrutural com essas drogas, 
também apresentavam efeito citotóxico em baixas concentrações, como a 
tioridazina, sertralina, perfenazina, clorpromazina, paroxetina e o flupentixol. 
Dentre essas drogas, a sertralina e a tioridazina apresentaram efeitos 
marcantes: redução dos níveis da TCTP, bem como diminuição da viabilidade 
celular in vitro e diminuição do volume tumoral in vivo (Tuynder et al., 2004).  
A sertralina e a tioridazina atuam diminuindo os níveis da TCTP por se 
ligarem diretamente a essa proteína, impedindo sua interação com MDM2 e, 
assim promovem a ubiquitinização e degradação da MDM2. Desta forma, 
essas drogas restauram os níveis da P53 (Amson et al., 2012). Estudos 
recentes demonstraram que a Nutlina-3 (um derivado do imidazol) antagoniza a 
associação entre P53 e MDM2 inibindo a ligação da TCTP à MDM2, elevando 





mama foi possível observar que tanto a sertralina quanto a nutlina-3 foram 
capazes de aumentar a expressão da P53. Como a P53 é uma proteína 
repressora transcricional da TCTP, a sertralina foi capaz de diminuir os níveis 
da TCTP. Além disso, a ativação da P53 leva a ativação da TSAP6 que 
desencadeia a secreção da TCTP por via exossomal, culminando para redução 
dos níveis proteicos da TCTP. Dessa forma, essas drogas interferem no 
antagonismo recíproco entre TCTP e P53 por dois estágios. Primeiro, por 
aumento dos níveis da P53, pela inibição da interação da TCTP e MDM2. 
Segundo, repressão transcricional da TCTP e secreção da TCTP via 
exossomos, promovida pelo aumento da P53 (Figura 3). Ainda existe outra via 
independente da P53 relacionada à atividade antiproliferativa da sertralina, 
atuando sob a via de sinalização da mTOR. O mecanismo que poderia 
relacionar a TCTP a essa via é o fato dessa proteína poder atuar como um 
fator trocador de nucleotídeo guanina (GEF) para Rheb, porém ainda são 
necessários mais estudos para entender melhor essa função da TCTP 
(Tuynder et al., 2004; Hsu et al., 2007; Amson et al., 2012; Funston et al., 2012; 
Kim et al., 2012; Amson, Pece, et al., 2013; Acunzo et al., 2014). 
A proteína TCTP também foi identificada como um possível alvo da 
droga Artemisina (fármaco antimalárico e tóxico para células tumorais), capaz 
de alquilar e inativar a proteína TCTP presente no citoplasma de Plasmodium 
falciparum (Bhisutthibhan e Meshnick, 2001; Efferth, 2007; Telerman e Amson, 
2009). Tuynder e colaboradores (2004) testaram o uso de drogas para suprimir 
os níveis da TCTP em células U973 (linfoblasto isolado de pulmão), o que 
resultou na indução de citotoxicidade nessas células. Todas as observações 
sugerem que a TCTP pode ser um biomarcador para testar a eficiência de 






Figura 3: Drogas interferem com o eixo TCTP-MDM2-P53. Adaptado de AMSON et al., 2013. 
 
1.3.6 TCTP e Melanoma 
 
 Tuynder e colaboradores (2004) desenvolveram os primeiros modelos 
de reversão tumoral utilizando diferentes linhagens celulares. A infecção com 
H1 parvovírus foi utilizada para seleção dos clones revertentes. Após 3 ciclos 
de infecção, os clones viáveis foram isolados e estudados (Figura 4). Neste 
estudo se utilizou as linhagens de melanoma WM-266-4, WM-115, SK-MEL-28 
e Hs852T. Observou-se uma alta suscetibilidade dos melanomas à infecção 
viral e a diminuição dos níveis da proteína TCTP nos modelos de melanoma 
revertentes foi evidenciada. Quando estudado o potencial de clonogenicidade 
em meio semi-sólido (soft ágar) e a tumorigenicidade in vivo das células 





em meio semi-sólido e de 75% nos tumores formados em camundongos. Esses 
dados demonstram que a TCTP é uma proteína importante no modelo de 
reversão tumoral em melanoma e apontam estratégias que envolvam 
diminuição dos níveis da TCTP como promissoras para o tratamento do 
melanoma (Tuynder et al., 2004). 
 Além disso, um estudo proteômico comparando o proteoma da linhagem 
de melanoma humano MeWo e suas contrapartidas quimioresistentes à 
vindesina, cisplatina, fotemustina e etoposide, mostrou a TCTP como uma 





Figura 4: Isolamento de células revertentes a partir de leucemias humanas e tumores 








O melanoma é um tipo de câncer cutâneo derivado de melanócitos 
(células produtoras de melanina) transformados. O desenvolvimento do 
melanoma tem sido associado à suscetibilidade genética e fatores ambientais 
predisponentes, como a alta exposição aos raios ultravioletas (principalmente 
UVB) (Tucker e Goldstein, 2003; Morton et al., 2009). Estima-se que a 
incidência do câncer de pele não melanoma seja mais de 75% dos casos de 
câncer no Brasil; esse é prevalente em indivíduos adultos de cor branca e com 
predominância nas regiões sul e sudeste do país (INCA, 2018). O melanoma 
metastático, o mais perigoso tipo de câncer de pele, é responsável por 75% 
das mortes por câncer de pele em todo mundo (Isola et al., 2016).  Essa 
neoplasia maligna possui péssimo prognóstico em estados avançados além de 
ser reconhecida como um dos cânceres mais agressivos, por apresentar alta 
propensão às metástases e ser refratária ao tratamento com quimioterápicos 
(Saleem et al., 2008; Zhang et al., 2013). A crescente incidência do melanoma, 
seu alto grau de malignidade e a ausência de uma terapia eficaz têm motivado 
a comunidade científica a buscar modelos adequados para o desenvolvimento 
de novas estratégias terapêuticas.  
Não existem muitas possibilidades de tratamento eficaz para curar 
pacientes com melanoma metastático, e o tempo médio de sobrevida desses 
pacientes é de cerca de 6 meses. Atualmente, a dacarbazina, um agente 
alquilante, é utilizada no tratamento do melanoma metastático, além de ser 
considerada a droga de escolha no tratamento do melanoma quando 
comparado com outras drogas estudadas. A atividade anti-tumoral da 
dacarbazina resulta da metilação de ácidos nucleicos ou diretamente de dano 
no DNA levando à parada do crescimento celular ou morte celular. Entretanto, 
a taxa de remissão completa da dacarbazina é menor que 5%. Além disso, 
como um agente único, não tem nenhum efeito evidente sobre a sobrevida do 
paciente. Não existem dados na literatura que demonstrem que a combinação 
da dacarbazina com qualquer outra molécula produza uma melhora significante 
na resposta clínica ou sobrevida global do paciente comparada com a 
monoterapia (Li et al., 2001; Wang et al., 2012; Pretto e Neri, 2013; Zhang et 





para o tratamento do melanoma contudo são terapias de alto custo e de 
disponibilidade restrita (Aris et al., 2017). 
Acredita-se que vários fatores contribuam para o surgimento do 
melanoma como: predisposição genética, traumatismos repetitivos em nevos 
preexistentes, alterações hormonais, viroses, deficiência imunológica e 
particularmente exposição à luz solar. Aparentemente a exposição à radiação 
ultravioleta de forma intensa e intermitente, sem tempo para produção de 
melanina para proteção das céllulas, leva a lesões no DNA e mutações, 
envolvendo principalmente o gene supressor de tumor PTEN/MMAC1, sendo 
que a perda da heterozigose foi detectada em mais de 40% dos melanomas 
(Adam e Efron, 1983; Saida, 2001; Perlis e Herlyn, 2004; Oliveria et al., 2006). 
 A hierarquia das células-tronco tumorais foi sugerida para o melanoma: 
células primitivas auto-renováveis capazes de iniciar a tumorigênese originam 
células altamente proliferativas e mais indiferenciadas que constituem o centro 
da massa tumoral (Zabierowski e Herlyn, 2008; Kumar et al., 2017). 
Experimentalmente, células stem-like foram propagadas, provenientes tanto de 
células de melanoma em cultivo quanto de isolados clínicos de tumores de 
pacientes. Estas células, esféricas, não aderentes e capazes de auto-
renovação e diferenciação em várias linhagens mesenquimais, também 
iniciavam tumores em modelos de xenotransplante com um número bastante 
pequeno de células (Fang et al., 2005).  
 O modelo clássico de progressão do melanoma humano, assim como 
ocorre em alguns modelos de camundongos, ocorre a partir de um nevo 
benigno. Este é formado por uma população de melanócitos que proliferam de 
maneira organizada e forma uma lesão hiperplásica, geralmente em resposta a 
radiação UV, que não progride devido à senescência celular (Gray-Schopfer et 
al., 2006; Mooi e Peeper, 2006; Vultur e Herlyn, 2013). Uma vez vencida essa 
barreira proliferativa, esses nevos tornam-se displásicos e podem progredir 
para um estado de espalhamento superficial, chamada Fase de Crescimento 
Radial (RGP), que é confinado a epiderme e possui baixo potencial invasivo. 
Posteriormente, essas células RGP podem adquirir a capacidade de invadir a 
derme rompendo a membrana basal, etapa chamada de Fase de Crescimento 





dessa forma, pois já foram observados casos de doença metastática sem 
evidente lesão primária (Miller e Mihm, 2006). Na Figura 5 podemos observar 




Figura 5: Alterações moleculares propostas associadas à iniciação e progressão do 
melanoma. Proliferação aberrante de melanócitos normais, possivelmente em resposta à 
radiação UV, resultando na formação de nevos benignos ou displásicos. Fase de crescimento 
radial do melanoma (RGP) apresenta capacidade de crescimento intraepidermal, seguida de 
invasão da derme na fase de crescimento vertical (VGP) culminando em metástase. Adaptado 
de VULTUR e HERLYN, 2013. 
 
 Alguns genes de suscetibilidade ao melanoma já foram descritos em 
pacientes afetados pela doença e validados em modelos animais. Dentre eles 
estão as mutações herdadas nos genes CDKN2A (Hocker e Tsao, 2007; Vultur 
e Herlyn, 2013) e CDK4 (Sotillo et al., 2001; Vultur e Herlyn, 2013), as 
mutações espontâneas em BRAF (Davies et al., 2002; Hocker e Tsao, 2007; 
Vultur e Herlyn, 2013), NRAS (Hocker e Tsao, 2007; Vultur e Herlyn, 2013) e 
TP53 (Hussein et al., 2003; Vultur e Herlyn, 2013). O melanoma pode ser 
resultado da modulação epigenética da expressão gênica, sendo muitos genes 
desregulados por metilação do DNA, assim como por modificações em 
histonas (Muthusamy et al., 2006; Rothhammer e Bosserhoff, 2007). Dentre as 





como as encontradas em BRAF e NRAS, e algumas amplificações (TERT e 
CCND1) ou deleções (CDKN2A e PTEN) (Vultur e Herlyn, 2013) (Figura 6). 
 
Figura 6: Frequência de alterações genéticas encontradas no melanoma. Adaptado de 
VULTUR e HERLYN, 2013. 
 
1.3.8 Melanoma e p53 
 
 A proteína P53 é um importante fator de transcrição que induz eventos 
como a parada do ciclo celular, apoptose e senescência, além de limitar a 
proliferação celular anormal. Em melanoma, apesar de existir uma ligação clara 
entre p53 e o melanoma induzido por radiação UV e a interação entre p53 com 
as mutações BRAF, NRAS e HRAS promovendo a melanogênese, a mutação 
em p53 não é frequente. Além disso, alterações em proteínas que modulam 
negativamente a atividade de p53 como MDM2 e MDM4, podem superar a 





superexpressão de MDM2, aumento de MDM4 e mutações no supressor de 
tumor p14ARF, que ativa a p53 pela inibição de MDM2, leva para a inativação 
de p53 na maioria dos melanomas cutâneos. Estes resultados destacam o 
potencial valor terapêutico na reativação de p53 não mutado em combinação 





Figura 7: Mecanismos de desregulação da via p53 em relação ao ciclo celular. Adaptado 
de LEE et al., 2015. 
 
1.3.9 Mutações em Melanoma (BRAF e NRAS) 
 
Algumas mutações importantes em melanoma estão relacionadas a 
proteína quinase ativadora de mitose (MAPK) essas mutações tipicamente 
aparecem posteriormente às mutações em BRAF e NRAS. A presença de 
mutações em BRAF em pacientes com melanoma primário está relacionada ao 
tempo de recidiva e de sobrevida após a doença. Além disso, pacientes com 





Muitas alterações moleculares em melanoma envolvem a sinalização 
intracelular pela via MAPK, assim como quinases extracelulares pela via ERK. 
Em condições fisiológicas normais essas moléculas são mediadores chave do 
crescimento celular por três isoformas de RAS GTPases (HRAS, KRAS e 
NRAS). Quando algum ligante entra em contato com receptores na membrana 
celular ocorre estimulação de RAF (ARAF, BRAF E CRAF) (Figura 7). Essas 
proteínas levam a fosforilação e ativação da quinase MEK, a qual, 
subsequentemente, ativa ERK. A complexidade dessa via aumenta com a 
grande variabilidade de componentes. Três subtipos de Ras (HRAS, NRAS e 
KRAS), três subtipos de RAF (ARAF, BRAF e CRAF), dois subtipos de MEK 
(MEK1 e MEK2) e dois subtipos de ERK (ERK1 e ERK2), são importantes 
nesse processo, e agem como proteínas codificadas por genes com funções 










 A ativação da quinase MAP (MAPK) por mutações ontogênicas é 
descrita em 90% dos melanomas.  A via RAS-RAF-MEK-ERK é ativada 
constitutivamente em tumores humanos através de RAS ou RAF. Além disso, 
mutações em BRAF são encontradas em 8% dos tumores, sendo desses, 50% 
em melanomas. Já foram encontradas mais de 50 diferentes mutações em 
BRAF em melanoma. Muitas dessas mutações estão localizadas no domínio 
quinase em BRAF ou MEF. A mais comum é a substituição de timina por uma 
adenina, isso gera a troca de um aminoácido valina por um ácido glutâmico 
(V600E). Como resultado, temos a ativação permanente de BRAF e assim da 
via MAPK, resultando em crescimento e proliferação celular descontrolada. 
Outra mutação frequente em BRAF é a V600K (16%) e V600D (3%) (Munoz-
Couselo et al., 2015). 
 NRAS é o segundo oncogene mais comumente ativado em 
melanomas malignos, após BRAF. Ao contrário do que acontece em mutações 
BRAF em nevo benigno, as mutações de NRAS são encontradas em apenas 
14% das amostras de melanoma. A presença de uma mutação em NRAS em 
um paciente com melanoma tem valor prognóstico. Esses pacientes 
geralmente possuem idade superior a 55 anos, um padrão de exposição solar 
crônico, presença de tumores com espessura reduzida, aumento do número de 
mitoses, uma menor frequência de ulceração e o tempo de sobrevida desses 













1.4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 Os materiais e métodos dos dados publicados constam no artigo Boia-
Ferreira et al., 2017 anexado no item 2.5 - Resultados dessa tese. Segue, 
portando, a metodologia aplicada nos ensaios ainda não publicados. 
 
1.4.1 Cultivo Celular 
 
 As linhagens celulares B16-F10, MeWo e A2058 foram obtidas da 
American Type Tissue Culture Colection (Manassas, USA). A linhagem B16-
F10 (melanoma murino) foi mantida em Dulbecco's Minimum Essential Medium 
(DMEM, Cultilab) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, Cultilab), 
enquanto as linhagens de melanoma humano (MeWo e A2058) foram mantidas 
em RPMI 1640 (Cultilab) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, 
Cultilab). Em todos os meios foi adicionado 40 mg/L de gentamicina (Schering-
Plough, Kenilworth, USA). As células foram mantidas a 37°C, em atmosfera 
com 5 % de CO2. 
 
1.4.2 Efeito da Sertralina a Longo Prazo 
 
Para verificar se o tratamento com sertralina poderia induzir o processo 
de reversão tumoral, com uma reprogramação celular e perda do fenótipo 
maligno de forma estável, avaliamos os efeitos da sertalina a longo prazo (após 
a suspensão do tratamento por 5 dias em cultivo regular). As células B16-F10, 
MeWo e A2058 foram plaqueadas em placas para cultivo celular em meio 
DMEM (B16-F10) e meio RPMI 1640 (MeWo e A2058) suplementado com 10% 
de SFB. As células foram tratadas com 1 μM de sertralina por 72 horas (BOIA-
FERREIRA et al., 2017), tratamento suficiente para reduzir os níveis 
intracelulares da TCTP. O DMSO (0,1 μM) é utilizado como solvente para a 
sertralina. Como controles utilizamos meio contendo DMSO (v/v) em 
quantidade igual à presente no tratamento com sertralina e meio de cultivo com 





foi retirado e adicionado meio com 10% SFB (condição regular de cultivo). 
Após 5 dias de cultivo as células resuspensas e submetidas aos ensaios 
posteriores.  
 
1.4.3 Proliferação Celular 
 
 Para o ensaio de proliferação foram plaqueadas 104 células previamente 
tratadas (1 μM de sertralina por 72 horas e depois 5 dias de cultivo em 
condições regulares) em placas de 96 poços em meio DMEM contendo 10% de 
SFB. Após 16 horas o meio foi trocado por DMEM sem SFB e as células 
incubadas por 24 horas. As células foram então plaqueadas e a proliferação 
celular avaliada após 24, 48 e 72 horas. As células foram então lavadas com 
tampão PBS e fixadas com Formaldeído 4%. Após 10 minutos foi adicionado 
100 μL de metanol 2%. Posteriormente as células foram coradas com cristal 
violeta 0,5% por 10 minutos. A placa foi então lavada e o corante impregnado 
nas células solubilizado com 100 μL de citrato de sódio 0,1M (metanol 50%, pH 
4,2). A reação foi medida em espectrofotômetro (TECAM Intinite M200) em 550 
nm. 
 
1.4.4 Clonogenicidade por Soft Ágar 
 
 Para avaliar a capacidade de formação de colônias (crescimento 
independente de ancoragem) foram utilizadas placas de 6 poços contendo uma 
camada de Agar 0,5% em DMEM contendo 10% SFB e gentamicina (40 mg/L) 
(1,5mL/poço). Após a solidificação desta camada, foi preparada uma solução 
contendo 103 células previamente tratadas (1 μM de sertralina por 72 horas e 
depois 5 dias de cultivo em condições regulares) (B16-F10, A2058 e MeWo) 
em ágar 0,35% em DMEM contendo 10% SFB e gentamicina (40 mg/L), a qual 
foi adicionada aos poços (1,5 mL/poço) previamente preparados. As placas 
foram incubadas a 37°C a 5% CO2 por 20 dias. Após este tempo, as células 
foram coradas com 500 μL de Cristal Violeta 0,005% por 1 hora. As colônias 






1.4.5 Preparo dos Extratos Proteicos 
 
 Extratos protéicos das linhagens celulares B16-F10, MeWo e A2058 
foram obtidos de aproximadamente 106 células previamente tratadas (1 μM de 
sertralina por 72 horas e depois 5 dias de cultivo em condições regulares). As 
células foram retiradas e ressuspensas em 100 μL de tampão de lise (20mM 
Tris-HCl, pH 7,6, 50mM KCl, 400mM NaCl, 1mM EDTA, 0,2mM PMSF, 2mg/mL 
de aprotinina, 2mg/mL leupetina, 1mM DTT, 1% Triton X-100 e 20% de 
glicerol). Após ressuspensão foram sonicadas e potência média por 15 
segundos a 4°C, os tubos foram então centrifugados a 20.000 xg por 30 
minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e a quantidade de proteína 





 O ensaio de Western Blot foi realizado para avaliar e identificar a 
presença das proteínas TCTP, P53 e GAPDH (controle endógeno) nos extratos 
celulares. Após eletroforese em SDS-PAGE 15%, 50 μg do extrato total de 
proteínas foram transferidas do gel para membranas de nitrocelulose 
(Whatman, Dassel, Alemanha) utilizando Trans-Blot Semi-Dry (BioRad, 
Hercules, CA) com aplicação de voltagem constante (10 V) por 30 minutos em 
tampão de transferência (48mM Tris, 39mM Glicina, 20% metanol, pH9,2). As 
membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com PBS contendo caseína, 
por 1 hora à temperatura ambiente. Para detecção das proteínas TCTP e 
GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) nos extratos, fitas contendo 50 
μg de proteínas do extrato foram incubadas com anticorpo policlonal específico 
por 16 horas à temperatura de 4°C. Em seguida, as membranas foram lavadas 
e incubadas com anticorpo secundário (1:5000), conjugado à peroxidase, 
durante 1 hora a temperatura ambiente. Para revelação foi utilizado um 






1.4.7 Crescimento tumoral in vivo 
 
 Células B16-F10 (5 x 105 células/ animal) previamente tratadas (1 μM de 
sertralina por 72 horas e depois 5 dias de cultivo em condições regulares) 
foram injetadas via subcutânea em camundongos C57BL/6. Após 17 dias os 
animais foram anestesiados e eutanasiados. Os tumores foram removidos, 
fotografados e pesados.  
 
1.4.8 Análise Estatística  
 
 Os resultados foram submetidos a análise estatística, sendo as 
repetições e o tratamento avaliados. Os resultados dos ensaios in vitro foram 
submetidos á análise de variância (ANOVA - duplo sem repetição); e para 
avaliar as diferenças entre os tratamentos e controle foi utilizado o teste de 
Bonferroni que permite estabelecer a diferença mínima significante entre duas 
médias. Os dados in vivo foram submetidos a análise teste t pareado. A 


















 O primeiro capítulo desse trabalho de tese descreve os resultados 
relativos ao estudo da proteína TCTP no contexto do melanoma humano e 
murino. Parte destes dados compuseram um artigo científico que foi publicado 
em 22 de agosto de 2017 no British Journal of Cancer, 117, p656-665 (Boia-
Ferreira et al., 2017) (doi:10.1038/bjc.2017.230) (Fator de Impacto 6.127, 
Qualis A1 da CAPES/CBII), e há resultados ainda não publicados. O 
manuscrito foi composto pelos dados obtidos durante meu doutorado (Figuras 
1, 2, 5 e 6: referentes a ensaios in vitro utilizando sertralina e ensaios in vivo 
utilizando sertralina e dacarbazina). Além disso, contém dados obtidos durante 
o mestrado (Figuras 3 e 4: referentes ao estudo comparativo entre as linhagens 
B16-F1 e B16-F10 e ao silenciamento da TCTP nestas linhagens de melanoma 
murino).  
Outros artigos publicados, produzidos durante o doutorado e resultado de 
colaborações científicas estão anexados (Anexos).  
Item 1: (DE SALGADO et al., 2018) 
Tribromophenol Affects the Metabolism, Proliferation, Migration and Multidrug 
Resistance transporters Activity of Murine Melanoma Cells B16F1. Artigo de co-
autoria proveniente de colaboração, publicado no Toxicology In Vitro (F.I. 
2,866). 
Item 2: (DORIA et al, 2018) Time Does Matter! Acute Copper Exposure 
Abolishes Rhythmicity Of Clock Gene In Danio rerio. Artigo de co-autoria 
proveniente de colaboração, publicado no Ecotoxicology And Environmental 
Safety (F.I. 3,743) 
Item 3: (TANHOFFER et al. 2016) Blood Profile and General Health Status in 
Sedentary and Physically Active Individuals with Spinal Cord Injury Artigo de 
co-autoria proveniente de colaboração, publicado no  Journal Of Exercise 





Item 4: (BEDNASKI et al., 2015), Characterization of Brown Spider (Loxosceles 
Intermedia) Hemolymph: Cellular and Biochemical Analyses. Artigo de co-
autoria proveniente de colaboração, publicado na Toxicon (F.I=1,927).  
Item 5: (BUCH et al., 2015), Brown Spider (Loxosceles Genus) Venom Toxins: 
Evaluation of Biological Conservation by Immune Cross-Reactivity. Artigo de 
co-autoria proveniente de colaboração, publicado na Toxicon (F.I.=1,927) 
Os artigos foram incluídos nesta primeira versão de tese na sua forma original, 
com intuito de facilitar a apreciação dos membros da banca examinadora. 
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1.5.2 Resultados não publicados 
 
 A fim de observar o comportamento das células após a retirada do 
tratamento com sertralina, as células de melanoma A2058, MeWo e B16-F10 
foram submetidas ao tratamento com 1μM de sertralina. Após 72 horas o 
tratamento foi retirado e as células subcultivadas por cinco dias em condições 
regulares para então serem plaqueadas e analisadas. O objetivo destes 
experimentos foi avaliar a capacidade do tratamento com sertralina de induzir a 
reversão tumoral, promovendo a perda do fenótipo maligno de forma estável e 
duradoura. 
 Na figura 9 podemos observar que após a remoção do tratamento com 
sertralina as células MeWo ainda apresentavam níveis reduzidos da TCTP se 
comparada as células do controle DMSO (Figura 9A). Além disso essas células 
apresentavam uma redução significativa na proliferação celular (Figura 9B) e 
menor capacidade de formação de colônias in vitro (Figura 9C). Houve uma 
redução de aproximadamente 15 e 30% na proliferação das células após 48 e 
72 horas do plaqueamento, respectivamente. Além disso as células 
previamente tratadas foram capazes de formar cerca de 50% menos de 












Figura 9: Avaliação do Efeito de Reversão da Sertralina sobre as Células de Melanoma 
Humano MeWo. A- Imunodetecção da TCTP e GAPDH nos extratos proteicos após tratamento 
com sertralina e/ ou controles. B- Ensaio de Proliferação Celular com Cristal Violeta. As células 
previamente tratadas (1 μM de sertralina por 72 horas e depois 5 dias de cultivo em condições 
regulares) foram plaqueadas e após 24, 38 e 72 horas foram fixadas, coradas e absorbância 
medida em 550 nM. C- Ensaio de Clonogenicidade em ágar mole. As células previamente 
tratadas foram plaqueadas em ágar mole. Após 20 dias foram coradas com cristal violeta e as 






 Em relação a linhagem de melanoma humano A2058 (Figura 10), não foi 
possível observar uma redução nos níveis da TCTP por imunodetecção (Figura 
10A). Porém, as células pré-tratadas proliferaram menos e sua capacidade 
clonogênica em meio semi- sólido foi menor do que as células controle DMSO. 
A redução da proliferação foi semelhante a encontrada para o melanoma 
humano MeWo, cerca de 15 e 30% respectivamente (Figura 10B). Em relação 
a formação de colônias houve uma redução de aproximadamente 40%, sendo 





















Figura 10: Avaliação do Efeito de Reversão da Sertralina sobre as Células de Melanoma 
Humano A2058. A- Imunodetecção da TCTP e GAPDH nos extratos proteicos após tratamento 
com sertralina e/ ou controles. B- Ensaio de Proliferação Celular com Cristal Violeta. As células 
previamente tratadas (1 μM de sertralina por 72 horas e depois 5 dias de cultivo em condições 
regulares) foram plaqueadas e após 24, 38 e 72 horas foram fixadas, coradas e absorbância 
medida em 550 nM. C- Ensaio de Clonogenicidade em ágar mole. As células previamente 
tratadas foram plaqueadas em ágar mole. Após 20 dias foram coradas com cristal violeta e as 






 Em relação ao efeito prolongado em melanoma murino B16F10 (Figura 
11), as células previamente tratadas apresentaram níveis reduzidos da TCTP 
mesmo após 5 dias de finalizada a exposição à sertralina (Figura 11A). Além 
disso foram capazes de reduzir a proliferação em aproximadamente 15% em 
todos os tempos testados (Figura 11B). Em relação ao potencial clonogênico, 
as células expostas à sertralina, mesmo após um período de 5 dias sem 
tratamento mantiveram a inibição de formação de colônias, formando 25% de 



















Figura 11: Avaliação do Efeito de Reversão da Sertralina sobre as Células de Melanoma 
Humano B16F10. A- Imunodetecção da TCTP e GAPDH nos extratos proteicos após 
tratamento com sertralina e/ ou controles (1 μM de sertralina por 72 horas e depois 5 dias de 
cultivo em condições regulares). B- Ensaio de Proliferação Celular com Cristal Violeta. As 
células previamente tratadas foram plaqueadas e após 24, 38 e 72 horas foram fixadas, 
coradas e absorbância medida em 550 nM. C- Ensaio de Clonogenicidade em ágar mole. As 
células previamente tratadas foram plaqueadas em ágar mole. Após 20 dias foram coradas 






 A fim de comparar os tumores formados pelas células previamente 
tratadas, foi realizado ensaio de crescimento tumoral in vivo utilizando 
camundongos C57Bl6 (Figura 12). Para tanto as células B16F10 foram 
expostas a sertralina por três dias e o tratamento removido. As células foram 
então subcultivadas por 5 dias, em condições regulares, para então serem 
inoculadas por via subcutânea nos animais. Após 17 dias podemos observar 
que os tumores formados pelas células expostas à sertralina foram três vezes 




Figura 12: Avaliação do Efeito de Reversão da Sertralina sobre o Crescimento Tumoral in 
vivo. Células B16F10 submetidas ao tratamento in vitro (1 μM de sertralina por 72 horas e 
depois 5 dias de cultivo em condições regulares) foram injetadas em camundongos C57Bl6. 






 Dessa forma verificamos que o tratamento com sertralina é capaz de 




























O melanoma é causado pela transformação de melanócitos que 
acumularam alterações genéticas, as quais levaram a uma proliferação 
anormal (Bastian, 2014). A incidência do melanoma é baixa, porém sua 
mortalidade é a mais alta dentre os tumores de pele e um tratamento efetivo 
ainda não foi determinado para os casos mais avançados. Dessa forma o 
melanoma metastático (estadio IV) ainda está associado a um baixo 
prognóstico e a média de sobrevida é de 6 a 12 meses (Schadendorf et al., 
2015). 
 Tumores de melanoma e linhagens celulares de melanoma 
superexpressam a TCTP (Tuynder et al., 2004; Baylot et al., 2012; Sade et al., 
2012). A proteína multifuncional TCTP está relacionada à proliferação celular, 
progressão do ciclo celular, inibição da apoptose e regulação da pluripotência 
(Amson et al., 2012; Bommer, 2012; Chan, Chen, Liu, et al., 2012; Amson, 
Karp, et al., 2013; Acunzo et al., 2014). Além disso, tem sido associada com 
tumores agressivos e metastáticos, sendo um fator de prognóstico negativo, 
relacionada a estágios tumorais avançados e ao baixo tempo de sobrevivência 
dos pacientes (Kim et al., 2008; Niforou et al., 2008; Zhu et al., 2008; Slaby et 
al., 2009).  
 O processo de reversão tumoral envolve um mecanismo de 
reprogramação das células tumorais. A seleção das células revertentes 
utilizando parvovírus revelou uma expressão diferencial de cerca de 300 genes, 
dentre eles do gene para TCTP (Tuynder et al., 2002). As células revertentes 
perdem seu fenótipo maligno adquirindo características mais próximas as de 
uma célula normal. Essas células revertentes perdem as principais 
características de malignidade e apresentam baixa capacidade de originar 
tumores in vivo, se comparadas as suas células tumorais originais. Estudos 
utilizando células de câncer de mama (MCF7 e T47D) em sistema de cultura 
3D em matrigel demonstraram que o silenciamento da TCTP levou a uma 
reorganização celular com crescimento e organização muito semelhante aos 
das células normais (estruturas em forma de ducto) (Tuynder et al., 2002). Da 





resultou numa massiva redução do fenótipo maligno (Cans et al., 2003; 
Langdon et al., 2004; Telerman e Amson, 2009). 
 Dessa forma, os estudos da proteína TCTP e do processo de reversão 
tumoral sugerem que esta reprogramação celular possa ser uma estratégia 
clinicamente interessante, superando as desvantagens dos tratamentos 
convencionais como a seleção de clones resistentes e posterior ausência de 
resposta à terapia (Tuynder et al., 2002; Tuynder et al., 2004; Telerman e 
Amson, 2009; Amson, Karp, et al., 2013; Powers e Pollack, 2016). 
  O papel da TCTP na reversão tumoral no melanoma em linhagens 
celulares de tumores humanos (WM-266-4, WM- 115, SK-MEL-28 e Hs852T) já 
foi demonstrado (Tuynder et al., 2004). Clones revertentes espontâneos dessas 
linhagens de melanoma foram isolados e apresentaram redução nos níveis da 
TCTP e redução da tumorigenicidade in vivo. Uma das formas já estudadas de 
se reduzir os níveis proteicos da TCTP é por meio da utilização de drogas 
como a sertralina. Inicialmente identificada devido a sua estrutura similar aos 
anti-histamínicos. Tuynder e colaboradores (2004) também avaliaram a 
capacidade da sertralina em diminuir os níveis da TCTP em linhagens de 
melanoma. Nesse estudo, evidenciou-se o efeito citopático in vitro da sertralina, 
sua capacidade de diminuir a quantidade da TCTP nas células e seu potencial 
de diminuição da tumorigênese e desenvolvimento tumoral in vivo. 
 Um estudo proteômico de células de melanoma MeWo quimioresistentes 
à cisplatina, vindesina, etoposide e fotemustina mostrou níveis aumentados da 
TCTP relacionados à resistência (Sinha et al., 2000). Esse fato pode estar 
relacionado ao papel protetivo da TCTP (Bommer et al., 2017). Os dados 
disponíveis na literatura apontavam para a importância da TCTP no melanoma 
e a sertralina como uma possibilidade terapêutica. Contudo, os dados eram 
restritos e não existia uma comparação entre sertralina e o tratamento clínico 
mais utilizado (quimioterapia com dacarbazina). Nossos resultados com as 
linhagens de melanoma humano, MeWo e A2058, são de redução dos níveis 
da TCTP após o tratamento com sertralina. Essa redução da TCTP foi 
acompanhada pelo aumento dos níveis de P53 (Figuras 1 e 2 do artigo). Além 
disso, podemos observar uma redução da migração celular e da capacidade de 





(MeWo e A2058), mesmo após a remoção da droga, apresentaram um efeito 
estável de redução das características tumorais: redução na proliferação 
celular e na capacidade de formação de colônias (Figuras 9 e 10), sugerindo 
que o tratamento com sertralina mesmo em baixa concentração e por período 
relativamente curto (72h) é capaz de induzir a reversão tumoral. 
Nós também avaliamos o papel da TCTP na malignidade do melanoma 
murino B16. As células de melanoma murino, B16F10 e B16F1, apresentam 
perfis de agressividade e metastização diferentes, sendo B16F10 mais 
metastática. No trabalho realizado durante meu mestrado (Ferreira, 2014), 
evidenciamos que as células B16F10 apresentam níveis mais altos da TCTP 
que B16F1. Esta diferença de expressão da TCTP foi correlacionada com o 
perfil tumoral mais agressivo de F10, e confirmada por meio do silenciamento 
da TCTP (tecnologia de RNA de interferência). O gene tpt1, referente à 
proteína TCTP, foi silenciado em B16F10, resultando na diminuição da 
expressão da TCTP em aproximadamente 50%. Essa redução da TCTP alterou 
o perfil celular, diminuiu a proliferação (redução de aproximadamente 20%) e a 
migração (redução de aproximadamente 75%), quando comparadas com o 
controle. Desta forma, os resultados correlacionaram a quantidade da TCTP 
expressa ao fenótipo tumoral do melanoma murino da série B16 (Ferreira, 
2014).  
Esses resultados são similares aos encontrados por Tuynder (2004) 
utilizando a linhagem de melanoma humano WM266, nos quais a redução nos 
níveis da TCTP resultou na redução do desenvolvimento tumoral (Tuynder et 
al., 2004). Recentemente, Bae e colaboradores silenciaram a TCTP em células 
B16F10 e observaram uma redução das metástases in vivo, utilizando 
camundongos C57BL6 (Bae et al., 2015). No nosso estudo, a sertralina, 
mesmo em baixas doses (0,01 μM) foi efetiva na redução dos níveis 
intracelulares da TCTP em B16F10 (Figura 1, 2 e 5 do artigo). Além disso, ela 
foi capaz de reduzir significantemente a capacidade das células de melanoma 
murino em originarem colônias em meio semi-sólido (soft ágar). Quando o 
tratamento com sertralina foi removido, as células cultivadas na ausência da 
droga por 5 dias e depois ensaiadas mantiveram um baixo potencial 





efeito da sertralina a longo prazo (Figura 11). Esses resultados corroboram 
com os resultados de migração celular obtidos durante o mestrado e tem 
grande relevância no contexto do melanoma, visto que esse tipo de tumor é 
altamente metastático, aspecto que dificulta seu tratamento (Shain e Bastian, 
2016). 
Os resultados in vivo utilizando a sertralina foram muito promissores 
(Figura 6 do artigo e Figura 12). Embora novas estratégias de tratamento para 
o melanoma tenham sido desenvolvidas recentemente (como drogas que 
atuam em proteínas com mutações especificas e imunoterapia), a dacarbazina 
(DTIC) ainda é o fármaco mais utilizado na clínica, para tratamento de 
quimioterapia. Podemos observar que a inibição do crescimento tumoral 
utilizando 10 mg/kg de sertralina foi superior à inibição gerada pelo tratamento 
com DTIC (60 mg/kg) isolada. A concentração de sertralina diária utilizada 
convertida para humanos através de extrapolação alométrica interespecífica 
seria aproximadamente 90 mg/dia, dose essa considerada segura e 
comumente indicada para pacientes com depressão (50-200 mg/dia) (Reagan-
Shaw et al., 2008; Hayasaka et al., 2015). Observamos redução dos níveis da 
TCTP e um aumento de P53 nos tumores dos animais tratados com sertralina 
(Figura 6C do artigo). Já o tratamento com DTIC foi capaz de aumentar os 
níveis de P53, por esse quimioterápico atuar gerando dano ao DNA (Mishra et 
al., 2018). Além disso, podemos observar que o tratamento com DTIC resultou 
num aumento dos níveis proteicos da TCTP. Isso pode estar relacionado ao 
efeito protetor da TCTP nas células tumorais (Sinha et al., 2000; Bommer et al., 
2017). Esses resultados apontam a sertralina como uma droga com 
pronunciado efeito antitumoral. Além disso, células previamente tratadas com 
sertralina tiveram menor capacidade de originar tumores, mesmo após 5 dias 
em cultivo regular na ausência da droga (Figura 11). Um dos mecanismos de 
ação sugerido envolve a reativação de P53. A sertralina também foi capaz de 
reduzir os níveis de Ki67 (marcador de proliferação celular) e aumentar os 
níveis de caspase 3 (marcador de apoptose) (Figura 6D do artigo).     
 Considerando o aumento da expressão da TCTP em melanomas 
resistentes à quimioterapia (Sinha et al., 2000), somado ao fato da sertralina 
ser capaz de reduzir os níveis intracelulares da TCTP (Tuynder et al., 2004; 





combinado de quimioterápicos com a sertralina apresentar efeito superior ao do 
quimioterápico isolado (Amson, Pece, et al., 2013), a estratégia de combinar a 
sertralina ao tratamento do melanoma se torna uma possibilidade terapêutica 
aplicável clinicamente. Essa estratégia visa reduzir os níveis da TCTP e assim 
aumentar os níveis de P53. Dessa forma o aumento de P53 pode reestabelecer 
o fenótipo normal ou induzir a morte celular de linhagens cancerosas. A 
reativação de P53 é apontada como uma estratégia terapêutica para 
tratamentos de melanoma, em combinação com outras estratégias 
(Jochemsen, 2014; Lu et al., 2014).  
Além disso, a linhagem A2058 apresenta mutação BRAF (V600E). As 
mutações em BRAF são encontradas em mais de 50% dos melanomas, e 
estão relacionadas a um prognóstico ruim. Essa proteína é responsável pela 
ativação da transcrição de diversas proteínas relacionadas à proliferação e 
diferenciação celular (Munoz-Couselo et al., 2015). No nosso estudo, podemos 
verificar que a linhagem A2058, que apresenta mutações em p53 e BRAF, foi 
suscetível ao tratamento com sertralina. A linhagem apresentou redução de 
seus níveis da TCTP e diminuição da viabilidade, do potencial clonogênico e da 
migração com o tratamento, além de manter um perfil menos proliferativo e 
clonogênico após o fim de exposição à droga por um longo período. Portanto 
os resultados em A2058 sugerem que a sertralina pode ser efetiva em 
melanomas com a mutação em BRAF, responsável por um fenótipo mais 
maligno e agressivo. 
 A TCTP também é caracterizada como uma proteína relacionada à 
sobrevivência celular, modulando a apoptose (Amson et al., 2012; Acunzo et 
al., 2014; Thebault et al., 2016). Amson e colaboradores mostraram que a 
sertralina inibe a expressão da TCTP por restaurar a expressão da proteína 
P53. O tratamento com a sertralina promove a ligação de P53 ao elemento 
responsivo a p53 na região promotora da TCTP, levando a inibição da 
transcrição do mRNA da TCTP e ativação de TSAP6 que promove a secreção 
da TCTP em exossomos. A sertralina é capaz de ligar-se diretamente à TCTP, 
prevenindo a ligação da TCTP a MDM2 e reduzindo a ubiquitinação de P53 
(Amson et al., 2012; Acunzo et al., 2014). Dessa forma a repressão recíproca 
entre TCTP e P53 é particularmente interessante como estratégia terapêutica e 





 Além disso, estudos recentes já demonstraram um papel importante 
dos inibidores de receptação de serotonina (SSRI) contra uma variedade de 
neoplasias e caracterizaram os mecanismos moleculares pelos quais os 
antidepressivos atuam contra as células cancerosas. Os SSRIs são indicados 
para o tratamento da depressão, mas também são efetivos para transtorno 
bipolar, pânico, distúrbio obsessivo- compulsivo (Greist et al., 1995), fobia 
social, ansiedade generalizada (Gorman, 2003), entre outros. O seu 
mecanismo de ação como antidepressivo é bem, conhecido, eles atuam 
inibindo seletivamente a receptação de serotonina na fenda sináptica, 
potencializando a neurotransmissão serotoninérgica. Segundo Bottino e 
colaboradores (2009) a depressão é a desordem psiquiátrica mais comum em 
pacientes com câncer (22-29% de prevalência). Foi evidenciado efeito direto 
desses compostos contra as células tumorais (Bottino et al., 2009). Também foi 
observado que as células linfoides expressam o receptor de serotonina e que 
três SSRIs - fluoxetina, paroxetina e citalopram- atuam diretamente nas células 
do linfoma de Burkitt, induzindo-as à apoptose (Serafeim et al., 2002). Em 
melanoma, a baixa responsividade ao tratamento pode estar relacionada a Akt, 
uma proteína constitutiva que protege as células contra apoptose. A sertralina 
atua inibindo a fosforilação de Akt e induzindo a morte celular por estresse de 
retículo em modelo animal (Reddy et al., 2008). Uma revisão recente explorou 
o mecanismo secundário dos SSRIs por seu efeito oncolítico, e também indicou 
sua ação inibitória em bombas de multirresistência, aumentando a eficácia das 
quimioterapias. Entretanto, o efeito citotóxico dos SSRIs é alcançado com a 
concentração do fármaco no espectro micromolar, uma concentração 
consideravelmente superior à dos pacientes que usam os medicamentos para 
tratamento psiquiátrico. Portanto, há uma preocupação com os efeitos 
colaterais que os pacientes podem sofrer com a superdosagem desses 
medicamentos. Morch e colaboradores (2017) avaliaram associações entre 
vários antidepressivos e risco de câncer epitelial de ovário em mulheres com 
idade entre 30-84 anos durante 2000-2011. Eles descobriram que o uso de 
inibidores seletivos de recaptação de serotonina foi associado a uma redução 
do risco de câncer de epitelial de ovário; implicando assim propriedades 
quimiopreventivas potenciais destas drogas (Morch et al., 2017). Assim, vale a 





Amit e colaboradores (2009) demonstraram que a sertralina aumentou 
significativamente a sensibilidade das células Jurkat (linfoma / leucemia) aos 
agentes quimioterápicos vincristina e doxorrubicina (Amit et al., 2009). Drinberg 
e colaboradores (2014) utilizaram a nanodrofina DOXIL que facilita o influxo de 
quimioterapia em células de câncer de ovário juntamente com a sertralina, essa 
combinação diminuiu o efluxo quimioterápico da célula. Dessa forma a 
sertralina tem a capacidade de reverter a resistência a múltiplas drogas 
causada por bombas de glicoproteína-P (Drinberg et al., 2014). Lin e 
colaboradores (2016) mostraram que a adição de fluoxetina promoveu inibição 
do crescimento de interferon-alfa (IFN-α) em células de carcinoma de bexiga 
humano, mas não em células uroepiteliais normais (Lin et al., 2016). Com isso 
podemos observar multiplas ações dos SSRIs na terapia contra o câncer. 
 
Nossos resultados sugerem que os efeitos da sertralina não sejam 
exclusivamente dependentes da ativação de P53 e da indução da apoptose, 
mas sim por um mecanismo complexo que possibilita as células suprimir as 
características tumorais. Quando utilizamos linhagens de melanoma humano 
com p53 mutado (A2058), obtivemos resultados de efeitos antitumorais muito 
semelhantes ao das células com p53 selvagem (MeWo) (Figuras 1 e 2 do 
artigo e Figuras 9 e 10). A linhagem B16F10, melanoma murino, bem como a 
linhagem de melanoma humano A2058 (V247F) apresentam mutações no gene 
que codifica a proteína P53 (Marone et al., 2009). A linhagem MeWo foi a única 
linhagem estudada na qual o gene p53 não apresentava mutações (Soussi, 
2007). O p53 é um gene comumente mutado na tumorigênese contudo, no 
caso dos melanomas, a grande maioria dos tumores apresenta p53 selvagem 
(sem mutações). Este gene atua como um ativador transcricional com diversos 
genes como alvo, incluindo reguladores da estabilidade do genoma, da 
resposta celular ao dano do DNA e da progressão do ciclo celular. A introdução 
de p53 selvagem em linhagens celulares que perderam a função endógena de 
p53 pode gerar parada no ciclo ou induzir apoptose (Amson et al., 2012). No 
caso dos melanomas a reativação de p53 pode ser uma estratégia terapêutica 
efetiva (Marone et al., 2009). p53 é um regulador chave da apoptose e 
supressor tumoral que pode reestabelecer o fenótipo normal ou induzir a morte 





multifuncional com diversos parceiros moleculares e envolvida em diversas vias 
celulares importantes, influencia moléculas como a P53, levando a uma 
complexa alteração do comportamento celular e, provavelmente, à reversão 
tumoral. Entretanto, o mecanismo específico e detalhado das consequências 
da inibição da TCTP ainda precisa ser elucidado.  
   
 Dessa forma é importante destacar a TCTP como uma proteína alvo no 
tratamento do melanoma e marcador molecular, além da sertralina como droga 
que pode ser utilizada na terapia multimodal do melanoma. A diminuição dos 
níveis da TCTP durante o tratamento e a manutenção de níveis inferiores após 
a exposição resultaram na perda de características tumorais, tais como 
migração, proliferação, clonogenicidade e crescimento tumoral, em um 
























 Estudos recentes na área de toxinologia têm identificado e caracterizado 
diversas moléculas com potencial biotecnológico em inúmeras áreas. A 
produção de proteínas recombinantes do veneno da aranha-marrom tornou-se 
uma alternativa científica bastante útil para caracterização e estudo dos 
componentes do veneno (Senff-Ribeiro et al., 2008). 
 Diferentes toxinas do veneno de aranhas do Loxosceles já foram 
identificadas como a fosfolipases-D, hialuronidases, metaloproteases e serino-
proteases (Senff-Ribeiro et al., 2008; Gremski et al., 2010; Chaim et al., 2011). 
Dentre esses componentes do veneno, foi identificada uma proteína da 
superfamília da TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein), denominada 
LiTCTP (Gremski et al., 2010; Sade et al., 2012). Dados do transcriptoma da 
glândula de veneno de Loxosceles intermedia mostram que 0,4% dos 
transcritos relacionados correspondem a sequencias codificantes da TCTP 
(Gremski et al., 2010).  
 Estudos demonstraram que a TCTP produzida por outras espécies, em 
meio extracelular, é capaz de gerar a degranulação mastócitos provocando a 
liberação de histamina, normalmente em pacientes parasitados ou com alergia 
(Gachet et al., 1999; Bommer e Thiele, 2004). Esta liberação de histamina pode 
ser dependente ou independente de IgE, porém se acredita que possa existir a 
participação de um receptor específico de TCTP que leva à ativação dos 
mastócitos. Apesar de ser encontrada em fluídos biológicos de pacientes 
asmáticos ou parasitados e na saliva de carrapatos, o mRNA que codifica a 
proteína não codifica um peptídeo sinal de secreção, e até o momento 
nenhuma proteína precursora foi descrita. Resultados sugerem que a TCTP 
seja secretada via exossomos, uma via não clássica de secreção (Bheekha-
Escura et al., 2000; Hinojosa-Moya et al., 2008; Lespagnol et al., 2008).  
 Além de ser encontrada em pacientes com alergia, a proteína TCTP com 





organismo hospedeiro, induzindo eosinofilia e liberação de histamina a partir de 
basófilos. Estes dados sugerem que a TCTP está envolvida com a resposta 
inflamatória em indivíduos parasitados (Rao et al., 2002; Gnanasekar et al., 
2009).  
 No veneno de Loxosceles intermedia, a TCTP atua de forma rápida no 
início do processo inflamatório. Quando inoculada em camundongos altera a 
permeabilidade capilar, aumentando o extravasamento do líquido intersticial e 
causando edema. Além disso, anticorpos policlonais produzidos a partir da 
TCTP recombinante de L. intermedia (LiRecTCTP) detectaram TCTPs nativas 
presentes em linhagens celulares normais e tumorais (RAEC, B16-F10 e HL-
60). Estes dados estão de acordo com os dados da literatura que apontam uma 
alta conservação biológica das TCTPs. Quando analisada a sequência 
aminoacídica da LiTCTP, esta apresentou alto grau de identidade com 
proteínas TCTP de carrapatos (Sade et al., 2012). Esta proteína foi identificada 
na saliva do carrapato Dermacentor variabilis e apresentou atividade de 
liberação de histamina em linhagem celular basofílica RBL-2H3, utilizadas 
como modelo de estudo de vias de sinalização em mastócitos (Mulenga et al., 
2003). 
 Rattmann e colaboradores (2008) demonstraram que o veneno de L. 
intermedia apresenta efeitos dependentes de mastócitos e de histamina. 
Eventos iniciais da inflamação, como o aumento da permeabilidade vascular, 
foram relacionados com a participação de receptores histaminérgicos e 
serotoninérgicos. Experimentos com aorta de coelho mostraram que o veneno 
de aranha-marrom é capaz de causar a liberação regulada de mediadores dos 
mastócitos, principalmente a histamina, responsável por induzir a 
vasodilatação. Posteriormente, Paludo e colaboradores (2009) identificaram a 
presença de histamina no veneno em quantidades suficientes para exercer 
efeitos inflamatórios. Apesar disso, o veneno dialisado, sem a presença de 
histamina, ainda era capaz de exercer certo efeito inflamatório dependente de 
histamina, decorrente de algum outro componente presente no veneno agindo 
diretamente sobre os mastócitos (Rattmann et al., 2008; Paludo et al., 2009). 
Dessa forma é de interesse estudar a TCTP de L. intermedia a fim de 





de liberação de histamina em mastócitos e utilizá-la como bioferramenta para o 






































2.2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliação biológica da proteína da família TCTP (LiRecTCTP) obtida a partir de 
biblioteca de cDNA da glândula de veneno de aranha-marrom (Loxosceles 
intermedia) como um fator liberador de histamina.  
 
2.2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Purificar a toxina LiRecTCTP; 
 
- Avaliar as estruturas secundárias da toxina recombinante; 
 
- Avaliar a viabilidade e alterações morfológicas das células RBL-2H3 após 
exposição a LiRecTCTP; 
 
- Estudar os efeitos da LiRecTCTP sobre as células RBL-2H3, avaliando a 
degranulação e influxo de cálcio na presença e ausência de inibidor de 
degranulação; 
 
- Avaliar a expressão de mediadores inflamatórios em células RBL-2H3 após 
exposição à LiRecTCTP. 
 







- Avaliar o papel da LiRecTCTP em ensaios in vivo de dermonecrose e de 


























2.3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.3.1 Fator de Liberação de Histamina 
 
 Em 1995, o grupo de MacDonald descreveu a TCTP como uma 
molécula que possui a capacidade de liberar histamina de basófilos e a 
chamou de fator de liberação de histamina (HRF, histamine releasing factor) 
(Macdonald et al., 1995; Macdonald, 2012; Amson, Karp, et al., 2013). A 
atividade de liberação de histamina foi demonstrada pela primeira vez em 1979 
utilizando células mononucleares de sangue periférico (PBMC). Os 
sobrenadantes de culturas de PBMC foram capazes de induzir a liberação de 
histamina em basófilos. A atividade de liberação de histamina também pode ser 
estimulada por concanavalina A, estreptoquinase/ estreptodornase (SK/SD) e 
Candida albicans. Inicialmente, tentou-se caracterizar a TCTP/HRF como uma 
nova citocina, um fator de liberação de histamina (HRF), que é capaz de induzir 
a liberação de histamina de basófilos humanos. MacDonald e colaboradores 
encontraram homologia entre a TCTP/HRF e a proteína humana, p23 e seu 
homólogo em camundongo, p21, ambos associados ao crescimento tumoral 
(Kim et al., 2012). 
  Como discutido no Capítulo I, a TCTP/HRF é altamente conservada 
entre os organismos e apresenta proteínas homólogas em diversos tecidos e 
células (Macdonald et al., 1995).  Aproximadamente 50% de todos seus 
resíduos de aminoácidos são conservados. As TCTPs de eucariotos possuem 
alto grau de identidade e são totalmente conservadas em espécies do mesmo 
gênero (Thayanithy, 2005; Hinojosa-Moya et al., 2008). 
Proteínas da superfamilia TCTP têm sido encontradas em secreções 
glandulares de artrópodes, como carrapatos (do gênero Ixodis), e na glândula 
de veneno de aranha lobo (Lycosa godeffroyi), onde foi descrita como a 
principal toxina farmacológica (Mulenga e Azad, 2005; Rattmann et al., 2008; 
Gremski et al., 2014). Os membros da família TCTP presentes em secreções 
são também descritos como HRFs extracelulares e estão associados a reações 
alérgicas geradas por parasitas. Parasitas como Schistossoma mansoni, Brugia 
malayi e Wuchereria bancrofti possuem a capacidade de secretar a proteína 





Além destes, o Plasmodium falciparum, causador da malária, também secreta 
TCTP no organismo hospedeiro e a TCTP recombinante de P. falciparum é 
capaz de causar a liberação de histamina de basófilos e de IL-8 de eosinófilos. 
Acredita-se que a TCTP possa ter um papel na proliferação celular do P. 
falciparum, bem como sua capacidade de liberar histamina possa auxiliar o 
parasita na dispersão pelo organismo hospedeiro. Sabe-se que a droga 
artemisinina, utilizada para o tratamento da malária, liga-se diretamente à 
proteína TCTP e que cepas resistentes à droga apresentam maior expressão 
desta proteína (Walker et al., 2000; Macdonald et al., 2001). 
Em artrópodes, a proteína TCTP já foi descrita em 63 espécies. O maior 
número de proteínas descritas está na classe dos insetos, sendo que apenas 
na família Drosophilidae já foram encontradas 14 proteínas da família TCTP. 
Na classe dos aracnídeos foram descritas 10 proteínas TCTP, sendo 8 de 
carrapatos e apenas três em aranhas, uma delas da aranha Lycosa 
singoriensis e as outras na aranha-marrom Loxosceles laeta, Loxosceles 
gaucho e Loxosceles intermedia (Mulenga et al., 2003; Mulenga e Azad, 2005; 
Sade et al., 2012). Mulenga e colaboradores (2003) demonstraram que a 
proteína TCTP é expressa em diversos tecidos do carrapato Dermacentor 
variabilis, inclusive na glândula salivar. A partir da biblioteca de cDNA desta 
glândula, uma proteína TCTP recombinante foi clonada, expressa e se mostrou 
capaz de liberar histamina a partir da linhagem celular basofílica RBL-2H3. A 
saliva do carrapato, na qual foi demonstrada a presença da proteína TCTP, 
também apresentou atividade de liberação de histamina. Posteriormente, o 
mesmo grupo de pesquisadores mostrou que outros três carrapatos 
(Dermacentor andersoni, Boophilus microplus e Amblyomma americanum) 
também expressam a proteína TCTP, todas com alto grau de similaridade com 
a TCTP de D. variabilis (Mulenga et al., 2003; Mulenga e Azad, 2005; Sade et 
al., 2012). Uma TCTP com atividade liberadora de histamina também foi 
identificada no carrapato de galinhas Dermanyssus gallinae e foi utilizada como 
imunógeno no estudo de uma potencial vacina (Bartley et al., 2009). 
Em carrapatos, a função de liberação de histamina da proteína TCTP 
pode estar envolvida com a alimentação, aumentando a vasodilatação e 
facilitando a ingestão de sangue do animal, mas esta hipótese não é um 





de diversos parasitas é secretada no organismo hospedeiro fundamenta-se a 
hipótese de que ela possa estar envolvida em processos patológicos da 
resposta do hospedeiro e na resistência dos parasitas a drogas. O alto grau de 
conservação da proteína desde eucariotos unicelulares até plantas e animais 
sugere que a atividade de citocina foi adquirida tardiamente na história 
evolutiva da proteína (Bommer e Thiele, 2004). 
A estrutura primária da TCTP/ HRF humana consiste em 
aproximadamente 170 aminoácidos e sua estrutura terciária contem três 
domínios, um domínio β, uma α- hélice e um loop flexível.  Apesar da TCTP/ 
HRF não possuir um sinal de secreção na sua estrutura primária, ela pode ser 
exportada para fora da célula (Susini et al., 2008). Já foi descrito que a TCTP 
pode ser enviada para o meio extracelular através de uma via não clássica, a 
via dos exossomos (Lespagnol et al., 2008). Além disso a TCTP possui em sua 
estrutura um domínio para internalização celular (PTD) na região N- terminal e 
uma região de ligação ao cálcio na região de hélice. Na região do core (β- 
stranded) encontramos resíduos conservados, demonstrando sua importância 
em interações moleculares (Kim et al., 2012). Além disso, os cristais da TCTP 
humana obtidos por cristalografia mostram três regiões α-helice e nove regiões 
de folhas-β (Susini et al., 2008).  
Figura 13: Estrutura do Cristal da Proteína TCTP. Duas orientações diferentes da molécula 
(a e b) mostrando folhas-β distorcidas em verde e amarelo e três α-helices em vermelho. 
Adaptado de: Susini et al., 2008. 
 
  
 A TCTP/ HRF induz a liberação de histamina e de interleucinas (IL-4 e 





heterogênea família de fatores que estimulam a secreção de histamina por 
diferentes mecanismos. Esses processos foram divididos em dois grupos: 
dependentes de IgE e independentes de IgE. Os dependentes de IgE podem 
ou não interagir diretamente com IgE. Alguns estudos demonstraram que a 
TCTP é uma proteína que atua liberando histamina de forma dependente do 
receptor de IgE porém, ela não interage diretamente com o receptor de IgE. 
Entretanto, os níveis de histamina liberados, gerados independentemente de 
IgE, estão correlacionados com o estado alergênico do doador, enquanto 
aqueles gerados de forma dependente de IgE estão relacionados com o estado 
clínico do paciente com reações de alergia crônica, como asma e rinite. 
Atualmente, ainda existe a hipótese de que a proteína TCTP possua seu 
próprio receptor em basófilos, o que ainda não foi demonstrado (Macdonald et 
al., 1995; Macdonald, 1997; Wantke et al., 1999; Vonakis et al., 2008; 
Macdonald, 2012). 
Até os dias de hoje, o mecanismo pelo qual a TCTP/HRF induz a 
liberação de histamina é pouco conhecido. Análises de citometria de fluxo 
revelaram que a proteína liga-se à superfície de basófilos humanos de 
doadores responsivos ou não à TCTP/HRF. O tratamento de basófilos com 
TCTP inicia um processo de sinalização semelhante ao mediado por IgE, pela 
ativação da enzima Syk quinase, com fosforilação de MEK e ERK, entretanto 
sem a fosforilação do receptor de IgE e por uma via diferente da que é induzida 
por IL-3. A degranulação de basófilios em resposta à proteína TCTP depende 
ainda de PIP3, ativação de PI3K e Akt (Vonakis et al., 2008; Macdonald, 2012). 
A TCTP pode ativar eosinófilos humanos levando à produção de IL-8 por 
essas células e induzir a resposta de cálcio intracelular (Bheekha-Escura et al., 
2000). A atividade de TCTP é semelhante à de uma citocina, sendo necessária 
sua dimerização via pontes dissulfeto na região N-terminal da proteína 
(Bheekha-Escura et al., 2000; Kim et al., 2009; Kim et al., 2011). Kang e 
colaboradores (2001) demonstraram que a TCTP/HRF se liga a células B e 
induz a produção de citocinas (IL-1 e IL-6) e identificou que a TCTP é um fator 
de crescimento de células B (Kang et al., 2001). 
Estudos recentes mostraram que a TCTP/HRF pode estimular células 
epiteliais bronquiais a produzir IL-8 e que ela é um fator de estimulação de 





órgão, é um fator crucial para manutenção das células T periféricas e 
proliferação celular. Portanto, além da função de fator de liberação de 
histamina, estudos demonstraram que a TCTP pode modular a secreção de 
citocinas de basófilos, eosinófilos, células B, células T e células epiteliais 
bronquiais humanas (Yoneda et al., 2004). Células tumorais apresentam vários 
mecanismos para burlar do sistema imune. Dessa forma o processo 
inflamatório tem sido relacionado ao desenvolvimento do câncer. Assim, o 
papel da TCTP no sistema imune e no desenvolvimento de tumores sugere que 
a TCTP pode ser o alvo ideal para supressão na tumorigênese (Macdonald, 
2012; Acunzo et al., 2014) . 
 
2.3.2 TCTP de Loxosceles intermedia 
 
A proteína TCTP foi identificada na biblioteca de cDNA da glândula de 
veneno de aranha-marrom Loxosceles intermedia. A proteína TCTP de L. 
intermedia apresenta um alto grau de semelhança com as TCTPs de 
carrapatos já descritas como fatores de liberação de histamina (Bartley et al., 
2009; Sade et al., 2012). Em trabalho anterior, o nosso grupo realizou a 
clonagem e expressão heteróloga da TCTP de L intermedia, obtendo uma 
proteína recombinante denominada LiRecTCTP, a qual foi purificada em dois 
passos de cromatografia. Sade e colaboradores (2012) demonstraram que a 
TCTP de L. intermedia está presente no processo inflamatório decorrente do 
loxoscelismo. Realizando ensaios in vivo, foi possível observar que a 
LiRecTCTP causa aumento da permeabilidade vascular e edema em 
camundongos. A TCTP de L. intermedia pode ser o primeiro e mais rápido 
componente na formação do edema no loxoscelismo (Sade et al., 2012). 
 O transcriptoma da glândula de veneno da aranha-marrom Loxosceles 
intermedia identificou 0,4% do total de transcritos referentes a proteína TCTP 
(Gremski et al., 2010). A proteína recombinante LiRecTCTP e a proteína nativa 
TCTP presente no veneno apresentam reatividade imunológica cruzada em 
ensaios de imunodetecção (Sade et al., 2012). Além disso, identificamos 





detecção de epítopos conservados relacionados à LiTCTP nesses venenos 




Loxoscelismo é o quadro clínico desenvolvido pelo envenenamento por 
aranhas do gênero Loxosceles, e se manifesta em sintomas cutâneos e/ou 
sistêmicos. O quadro cutâneo é o mais comum e pode levar ao 
desenvolvimento de uma lesão necrótica com espalhamento gravitacional, 
resultado de uma inflamação exacerbada que envolve a participação de 
mastócitos e eventos histaminérgicos. Os principais sintomas do quadro 
sistêmico envolvem distúrbios hemolíticos, lesão renal, coagulação 
intravascular disseminada, hemólise intravascular, aumento da bilirrubina 
indireta, icterícia e trombocitopenia, sendo esse quadro responsável pelo maior 
número de mortes relacionadas ao loxoscelismo (Da Silva et al., 2004; Chaim 
et al., 2006; Gremski et al., 2014). 
O veneno de Loxosceles intermedia é composto por diversas toxinas, 
enriquecido em proteínas que variam de 3 a 40 kDa. Os mecanismos pelos 
quais o veneno exerce seus efeitos ainda não são totalmente conhecidos. 
Acredita-se que esse efeito seja resultado do sinergismo entre os componentes 
do veneno (Da Silva et al., 2004; Appel et al., 2008; Gremski et al., 2014). 
Alguns constituintes do veneno já foram identificados como a fosfolipase-D, 
hialuronidase, metaloprotease e serino-proteases (Senff-Ribeiro et al., 2008; 
Gremski et al., 2010; Gremski et al., 2014). Dentre os componentes do veneno, 
está presente uma proteína da família TCTP (Translationally Controlled Tumor 
Protein). 
Em alguns casos, o envenenamento por aranhas do gênero Loxosceles 
pode causar hipersensibilidade e reações alérgicas. Os sintomas cutâneos 
gerados pelo envenenamento incluem eritrema, edema, coceira e dor. Muitos 
sintomas observados durante o loxoscelismo podem ser mimetizados pelas 
toxinas fosfolipase-D, sendo esse o grupo de toxinas mais caracterizado e 
estudados nos venenos de aranhas do gênero Loxosceles. Porém as 
fosfolipases recombinantes não são capazes de induzir o edema de pata com a 





envenenamento pode estar associada a eventos histaminérgicos, como 
aumento da permeabilidade vascular e vasodilatação. Sugere-se que a LiTCTP 
possa estar relacionada a esses efeitos do veneno (Sade et al., 2012; Gremski 
et al., 2014).  
Até o momento não foi descrita uma toxina que cause a liberação direta 
de histamina. Entretanto, dados da literatura sugerem a presença de 
componentes termolábeis envolvidos com a sinalização mediante receptores 
histamínicos, promovendo a liberação de histamina a partir de mastócitos. A 
caracterização desses componentes pode representar um avanço no 
tratamento inicial de acidentes envolvendo as aranhas-marrom (Paludo et al., 
2009). 
Além disso, Rattmann e colaboradores (2008) demonstraram que o 
veneno de L. intermedia apresenta efeitos dependentes de mastócitos e de 
histamina. Eventos iniciais da inflamação, como o aumento da permeabilidade 
vascular, foram relacionados com a participação de receptores histaminérgicos 
e serotoninérgicos. Experimentos com aorta de ratos, em câmara para órgão 
isolado, mostraram que o veneno de aranha-marrom é capaz de causar a 
liberação regulada de mediadores dos mastócitos, principalmente a histamina, 
responsável por induzir a vasodilatação. Posteriormente, Paludo e 
colaboradores (2009) identificaram a presença de histamina no veneno em 
quantidades suficientes para exercer efeitos inflamatórios. Apesar disso, o 
veneno dialisado, sem a presença de histamina, ainda era capaz de exercer 
certo efeito inflamatório dependente de histamina, decorrente de algum outro 
componente presente no veneno, agindo diretamente sobre os mastócitos 


















 Os sais, compostos orgânicos, ácidos e solventes orgânicos utilizados 
no trabalho foram adquiridos da Merck (Darmstad, Alemanha). Da Sigma (st. 
Louis, EUA) foram adquiridos o β-mercaptoetanol, marcadores de massa 
molecular utilizados nos géis de poliacrilamida, MTT, o p-nitrofenil n-acetil-beta-
D-glucosamina, ácido plurônico, os inibidores (cromoglicato de sódio, 
prometazina, cimetidina e tioperamida). Da Gibco (Bethesda, EUA) foram 
adquiridos Glicina, Tris, Acrilamida e Bisacrilamida (para preparo da solução de 
poliacrilamida), TEMED e Dodecil Sulfato de Sódio (SDS), além dos meios para 
cultivo celular e soro fetal bovino. O corante Azul de Coomassie Brilhante R-
250 foi adquirido da Amresco (Solon, EUA). Para quantificação de proteínas, foi 
adquirido da Bio- Rad (Hercules, EUA) o reativo Dye Reagent Concentrate. Da 
empresa Fermentas (Burlington, Canadá) foram adquiridos os reagentes para 
biologia molecular: marcadores de massa molecular, dNTPs e o IPTG. Os 
oligonucleotídeos utilizados nas reações de qPCR foram produzidos sob 
encomenda pela Exxtend (Campinas, Brasil). Para o cultivo de bactérias foram 
utilizados no preparo dos meios de Triptona, Extrato de Levedura e ágar-ágar 
adquiridos da Himedia (Mumbai, Índia). Os antibióticos Ampicilina e 
Cloranfenicol foram adquiridos da USB (Cleveleand, EUA). A resina Ni2+-NTA 
agarose foram adquiridas da invitrogen (Carlsbad, EUA.Da Thermoscientific 
(Waltham, USA) foram obtidos o reativo de Trizol® e o kit Power Sybr® Green 
RNA-to-ct 1-Step Kit, fluo-4AM. 
 
2.4.2 Extração do veneno por Eletrochoque  
 
 O veneno foi obtido através de eletrochoque de 15 V no cefalotórax de 
aranhas Loxosceles intermedia. Após a coleta o pool do veneno foi diluído em 
tampão PBS para uma concentração de 2 mg/mL e congelado a -20 °C até o 






2.4.3 Expressão da Proteína Recombinante LiRecTCTP 
 
 A proteína LiRecTCTP foi expressa como uma proteína de fusão, 
contendo um His-tag N-terminal para possibilitar sua purificação. As 
construções foram transformadas em cepas bacterianas de expressão E.Coli 
Bl21(DE3) pLysS quimiocompetentes e as bactérias plaqueadas em meio LB 
ágar contendo ampicilina (100 μg/ml) e cloranfenicol (34 μg/ml). Para 
expressão uma colônia isolada foi inoculada em 10 mL de meio LB contendo 
ampicilina e cloranfenicol incubada a 37°C durante 16h. Esta cultura foi 
inoculada na diluição 1:100 em 1L de meio LB com os antibióticos, e o 
crescimento monitorado pela determinação da densidade óptica em 550 nm. 
Quando a cultura atingiu a DO (550nm) entre 0,4 e 0,6 foi adicionado o indutor 
IPTG em concentração de 0,1mM e a cultura foi incubada por 4 horas a 23ºC 
uma alíquota antes da indução, e uma alíquota após 4 horas de expressão 
foram coletadas. As amostras foram analisadas por eletroforese em gel SDS-
PAGE 12,5% em condições redutoras (5% de β-mercaptoetanol). A cultura foi 
centrifugada (9000 x g, 9 minutos) e ressuspendida em 20 ml de tampão de 
ligação nativo (fosfato disódico 18,3 mM, fosfato monosódico 1,7 mM, NaCl 500 
mM, 10 mM de imidazol e pH= 8.0). A suspensão bacteriana foi congelada a -
80 °C por 16h. 
 
2.4.4 Purificação da Proteína LiRecTCTP  
 
 A purificação da proteína recombinante foi realizada por cromatografia 
de afinidade em resina Ni2+-NTA Agarose em condições nativas. A suspensão 
de células foi descongelada e lisada por 8 ciclos de 30s de sonicação em alta 
intensidade. O lisado foi centrifugado (9000 x g, 30 minutos) e o sobrenadante 
incubado por 60 min a 4°C com 1 mL de resina em agitação moderada. A 
suspensão foi empacotada em coluna plástica e lavada exaustivamente com o 
tampão de lavagem (fosfato sódico 20 mM ph 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 35 





purificação. A proteína foi eluída quando a DO (280 nm) atingiu valor inferior ou 
igual a 0,001, utilizando-se tampão de eluição (fosfato sódico 50 mM ph 8.0, 
NaCl 500 mm, imidazol 350 mM). O eluato foi analisado por eletroforese em gel 
SDS-PAGE 12,5% sob condições redutoras e a proteína obtida dialisada contra 
PBS pH 7,2.  
 
2.4.5 Dosagem de Proteínas pelo Método de Bradford 
 
 A dosagem de proteínas foi realizada pelo método de azul de 
Coomassie, descrito por Bradford (1976), adaptado para leitura em leitor de 
placas de 96 wells (Meridian ELX 800). A curva padrão foi construída com 
diferentes massas (0,25 μg – 2,00 μg) de albumina soro bovina e as amostras 
foram diluídas para entrarem na região de linearidade da curva. A leitura foi 
realizada em espectrofotômetro Meridian ELX800 no comprimento de onda de 
595 nm.  
 
2.4.6 Eletroforese de Proteína em Gel de Poliacrilamida 
 
 As eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida (SDS-
PAGE) com concentração de 12,5% em condições redutoras. Os géis foram 
preparados utilizando o aparato comercial mini-protean 3 (Bio-rad, Hercules, 
EUA). A separação das proteínas ocorreu a partir da aplicação de corrente de 
25 mA constante. Os géis foram corados em solução contendo azul de 
Coomassie brilhante r-250 (Amresco, Ohio, EUA) 0,25%, metanol 50% e ácido 
acético 10% em água deionizada, durante 10 minutos à temperatura ambiente 
sob agitação constante. A descoloração foi realizada com metanol 50% em 








2.4.7 Dicroísmo Circular 
 
 Para o dicroísmo circular LiRecTCTP foi dialisada a 4°C contra tampão 
fosfato (20 mM NaH2PO4/Na2HPO4 pH 7.4) para a concentração de 0,5 mg/mL. 
O espectro foi obtido em intervalos de 0,5 nm/min utilizando o tempo de 
resposta de 8s e a largura da banda de 1 nm. A temperatura foi mantida 
constante em 20°C (vuitica et al., 2016). As medidas foram realizadas em 
triplicata. Os resultados são fornecidos em milidegree (MRE) e são convertidos 
para elipticidade molar (MRW) utilizando a seguinte fórmula: (MRE)= (MRW  
abs) / 10 [ g/L] L, onde MRW é a massa molecular dividida pelo número de 
resíduos de aminoácidos. A estrutura secundária do espectro foi estimada 
usando  K2D3 Web Server.  
 
2.4.8 Cultivo Celular 
 
 As células da linhagem RBL-2H3 (células de leucemia basofílica de 
ratos) foram cultivadas em meio Dulbecco's Minimum Essential Medium 
(DMEM,Gibco) contendo antibiótico penicilina e estreptomicina (10000U/mL e 
10000 μg/mL) e suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (GIBCO, 
Invitrogen). A cultura foi mantida em uma incubadora com atmosfera de 5% de 
CO2 e temperatura de 37°C. 
 
2.4.9 Ensaio de Viabilidade Celular  
 
 Para o ensaio de viabilidade por MTT foram plaqueadas 5x104 células 
em placas de 96 poços em meio DMEM contendo 10% de SFB. Após 16 horas, 
as células foram lavadas com tampão Tyreodes  (TGB- 137mM NaCl, 2,7 mM 
KCl, 1mM MgCl2, 1,8mM CaCl2, 0,2mM Na2HPO4, 5,5 mM Glucose, 10 mM 
HEPES e 0,1 % BSA) e, então, tratadas com a proteína LiRecTCTP (10, 50 e 
100 μg/mL), veneno total (10, 50 e 100 μg/mL), o composto 48/80 (controle 
positivo) (100 μg/ml), PBS e a toxina LiRecDT1H12A (controle negativo) (100 





células 100 μL de uma solução 0,5 mg/mL (50 μg) de MTT (Sigma, St. Louis, 
USA) em PBS. As células foram incubadas em estufa com 5% de CO2 a 37ºC 
durante 3 horas. O meio contendo MTT foi cuidadosamente retirado e 100 μl de 
DMSO (SIGMA, St. Louis, USA) foram adicionados em cada poço. A reação foi 
medida em espectrofotômetro em 550 nm.   
 
2.4.10 Microscopia Eletrônica de Varredura  
 
 As células RBL-2H3 foram expostas ao PBS (controle negativo) e a 
LiRecTCTP (100 e 200 μg/mL) em tampão TGB por duas horas. As células 
foram então lavadas com TGB e fixadas com Karnovisky (paraformaldeído 2%, 
glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato e sódio 0,1M pH 7.2 a 4 C) 
(Karnovisky, 1965). O material foi então desidratado em série alcoólica 
crescente e acetona, sendo o ponto crítico realizado em um Bal-Tec CPD – 030 
com gás carbônico. Em seguida foi realizada a metalização em ouro obtida em 
um Balzers SCD – 030. As análises e a documentação do material foram feitas 
no microscópio eletrônico de varredura JEOL-JSM 6360 LV do Centro de 
Microscopia Eletrônica – Universidade Federal do Paraná. 
 
2.4.11 Dosagem de β-hexosamina  
 
 A degranulação da linhagem RBL-2H3 foi determinada pela medida da 
atividade da enzima β-hexosaminidase. Células RBL-2H3 (5x104 células/poço) 
foram plaqueadas em placas de 96 poços. Após 16 horas, as células foram 
lavadas com TGB e tratadas com a proteína LiRecTCTP (10, 50 e 100 μg/mL) 
na ausência e presença do inibidor de degranulação (Cromoglicato de Sódio- 
10 μM), veneno total (10, 50 e 100 μg/mL), o composto 48/80 (100 μg/ml), PBS, 
e a toxina LiRecDT1H12A (100 μg/mL) por 2 horas. Após o tempo de 
tratamento, o sobrenadante foi isolado e as células aderidas lisadas com Triton 
X-100 1% para obtenção do lisado. Foram incubados volumes iguais do 
substrato 1 mM p-nitrofenil n-acetil-beta-d glucosamina (Sigma, St. Louis, USA) 





minutos a 37°C. A reação enzimática foi interrompida com adição de glicina 
0,2M (pH 10) e o produto da reação foi mensurado em 450nm. O cálculo da 
porcentagem de atividade da enzima foi realizado baseando-se no total de 
enzima seguindo a fórmula (Hirano et al., 2018): 
 
% da atividade β- hexosaminidase liberada=  Leitura do sobrenadante x 100 
      Atividade total (Sobrenadante + lisado) 
 
 
2.4.12 Ensaio de Influxo de Cálcio 
 
 Células RBL-2H3 foram soltas e lavadas com PBS. Para internalização 
da sonda fluorescente as células foram incubadas por 30 min com fluo-4AM (5 
mM) em tampão contendo ácido plurônico (0,01%) a 37°C. As células foram 
então lavadas duas vezes com PBS e incubadas por 30 min a temperatura 
ambiente para desesterificação. Em seguida 5x105 células/ poço foram 
incubadas em placas pretas de 96 poços com PBS (controle negativo), 
LiRecTCTP (50 e 100 μg/mL) e LiRecTCTP (100 μg/mL) combinada ao 
Cromoglicato de Sódio (20 μM)  por 5, 15, 30 e 60 min. As células foram 
excitadas em 485 nm e a emissão da fluorescência medida em 535 nm em 
Tecan Infinite M200. 
 
2.4.13 Extração RNA 
 
 A extração do RNA foi baseada no método de Trizol® (Chomczynski, 
1993). Aproximadamente 106 células foram homogeneizadas com 
homogeinizador de tecidos (Tecnal, São Paulo, Brasil) após a adição de 300 μl 
de Trizol®. Após 5 min em temperatura ambiente, foram adicionados 200 μL de 
clorofórmio e os microtubos foram vigorosamente agitados por 15 segundos e 
centrifugados a 20.000 xg por 30 min a 4°C. Após a centrifugação, três fases 





orgânica contendo DNA genômico. A fase aquosa foi retirada cuidadosamente 
e foram adicionados 150 μL de isopropanol. Os tubos foram mantidos em 
temperatura ambiente por 10 min para precipitação do RNA. Então, os tubos 
foram centrifugados (20.000 xg, 30 min, 4°C), o sobrenadante foi descartado e 
300 μl de etanol 75% foi adicionado para lavar o pellet de RNA, procedendo-se 
nova centrifugação por 5 min. Após retirada do sobrenadante, os microtubos 
foram abertos em fluxo laminar, imersos em gelo, até secar o pellet que, 
posteriormente, foi ressuspedido em 30 μL de água ultrapura tratada com 
DEPC (dietilpirocarbonato). O RNA foi então dosado (NanoVue, GE 
Healthcare, UK), analisando a razão 260/ 280nm para avaliar a relação de 
ácido nucléico extraído em relação as proteínas (contaminantes). 
 
2.4.14  qPCR 
 
 A análise de PCR em tempo real (qrt-PCR) foi realizada a fim de avaliar 
e comparar a expressão de interleucinas nas células RBL-2H3 após exposição 
à LiRecTCTP. Para tanto foi utilizado o kit Power Sybr® Green RNA-to-ct 1-
Step Kit (Applied Biosystems). Para detectar a expressão de IL-3 foram 
utilizados os oligonucleotídeos IL3-f 5 ́- ACAATGGTTCTTGCCAGCTCTAC -3 ;́ 
IL3-r 5 ́- AGGAGCGGGAGCAGCAT -3 ́. Para detectar a expressão de IL-4 
foram utilizados os oligonucleotídeos IL4-f 5 -́ 
CAGGGTGCTTCGCAAATTTTAC -3 ́; IL4-r 5 ́- 
ACCGAGAACCCCAGACTTGTT -3 ́. Para detectar a expressão do gene gapdh 
(controle endógeno) também foram utilizados primers gapdh-f 5’- 
TTCACCACCATGGAGAAGGC -3’; gapdh-r 5’- 
GGCATGGACTGTGGTCATGA- 3’. Cada PCR em tempo real foi realizado em 
apenas um passo, utilizando RNA equivalente a 10 ng do RNA total de acordo 
com as recomendações do fabricante, num volume final de 10 μL. Todas as 
amostras foram realizadas em triplicata e foram submetidas a 40 ciclos de 
amplificação em Applied Biosystems Step-one Plus Real-time PCR System. 
Para quantificação foi empregado o método ΔΔct, utilizando GAPDH como 
padrão endógeno para cada amostra. Para os gráficos, o ΔΔct foi normalizado 






2.4.15 Tratamento Farmacológico in vivo 
 
 O cromoglicato de sódio (cromolina), inibidor de degranulação em 
mastócitos,  foi administrado por via intraperitoneal na dose de 30 mg/kg, 
durante 3 dias antes da LiRecTCTP. A prometazina, inibidor de receptor de 
histamina tipo 1 (H1R), foi administrada por via endovenosa na dose de 5 
mg/kg, 30 minutos antes da LiRecTCTP. A cimetidina, inibidor de receptor de 
histamina tipo 2 (H2R), foi administrada por via intraperitoneal na dose de 15 
mg/kg, 2 horas antes da LiRecTCTP. A tioperamida, inibidor de receptor de 
histamina tipo 3 e 4 (H3R e H4R), foi administrada por via intraperitoneal na 
dose de 20 mg/kg, 30 minutos antes da LiRecTCTP (kimura et al., 2015).  
 
2.4.16 Permeabilidade Vascular 
 
 Alterações na permeabilidade vascular foram observadas pelo 
extravasamento do corante azul de Evans no compartimento extracelular da 
pele na porção dorsal esquerda de cada camundongo (SADE et al., 2011). 
Para o experimento com os inibidores, os animais foram separados em grupos 
com 5 camundongos cada, pré-tratados com os fármacos prometazina, 
cimetidina (paludo et al., 2009), tioperamida e cromoglicato, de acordo com as 
diferentes vias e tempos específicos para cada droga, como descritos no item 
anterior. A diluição do corante foi feita em PBS (30 mg/Kg por camundongo), o 
qual foi injetado por via endovenosa (100 μl de solução). Então foram 
realizadas injeções intradérmicas de 100 μl da LiRecTCTP diluída em PBS (10 
μg por camundongo) ou 100 μl de PBS (controle negativo). Depois de 1 hora os 
animais foram eutanasiados e as peles foram fotografadas (SADE et al., 2012), 
e removidas para quantificação do corante. Para isso foram incubadas por 72 
horas a 36ºC em 1 mL de formamida, a absorbância do extrato foi medida em 
610 nm em leitor de placas de 96 wells (Meridian ELX 800) (PALUDO et al., 
2009). Para os ensaios de avaliação sinérgica com a LiRecDT1 30 mg/Kg por 





solução). 5 animais de cada grupo foram inoculados com PBS e GFP 
(controles negativos), LiRecTCTP (5 e 10 μg por camundongo), LiRecDT1 (1 
μg) e as combinações LiRecTCTP 5 μg + LiRecDT1 1 μg e LiRecTCTP 10 μg + 
LiRecDT1 1 μg. Após 1 hora os animais foram eutanasiados e as peles 
fotografadas (Sade et al., 2012). Os procedimentos utilizados foram aprovados 
pela comissão de ética de uso de animais da universidade federal do paraná 
(CEUA-UFPR), certificado Nº 730 e 1183 (anexo). 
 
2.4.17 Edema de Pata  
 
 O desenvolvimento do edema de pata foi mensurado em diferentes 
intervalos de tempo (Sade et al., 2012). Foram separados grupos com 5 
camundongos cada e o pré-tratamento realizado com as drogas farmacológicas 
(100 μl por diferentes vias de acordo com cada fármaco, descrito no item 9.16) 
ou 100 μl de PBS (controle) (Kimura et al., 2015). Após os tempos pré-
determinados, foi injetado na pata direita de cada camundongo 10 μg da 
LiRecTCTP (em 10 μl de PBS) ou 10 μl de PBS (controle negativo). A evolução 
do edema foi medida usando um micrômetro digital calibrado (Digimess, São 
Paulo) nos seguintes tempos: 0, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 240, 360, 720 e 1440 
minutos imediatamente após a injeção da LiRecTCTP. Os procedimentos 
utilizados foram aprovados pela comissão de ética de uso de animais da 
universidade federal do paraná (CEUA-UFPR), certificado Nº 730 e 1183 
(anexo). 
 
2.4.18 Dermonecrose em coelhos 
 
 Para avaliar o papel da LiRecTCTP na lesão formada durante o 
envenenamento, 1 μg da toxina recombinante dermonecrótica (LiRecDT1) 
diluída em PBS foi injetado por via intradérmica em uma área de pele depilada 
de coelhos com ou sem a TCTP recombinante. Com a mesma finalidade 10 μg 
e 20 μg da LiRecTCTP (diluída em PBS), também foram injetados. Utilizamos 





(GFP) e purificada sob as mesmas condições. O uso desse controle nos 
garantiria que potenciais contaminantes bacterianos não teriam influência nos 
resultados (controle negativo). A toxina dermonecrótica LiRecDT1 foi usada 
como controle positivo. Os coelhos foram escolhidos para esses experimentos 
porque reproduzem lesões dermonecróticas próximas às observadas nos 
acidentes com humanos (Chaim et al., 2011b). Esse experimento foi repetido 
com 2 animais e o desenvolvimento da necrose experimental foi observado em 
1 h, 3 h, 6 h e 24 h após as injeções. Os procedimentos utilizados foram 
aprovados pela comissão de ética de uso de animais da universidade federal 
do paraná (CEUA-UFPR), certificado Nº 730 e 1183 (anexo). 
 
2.4.19 Análise Histológica 
 
 Após 24 horas da inoculação os coelhos foram anestesiados e 
eutanasiados. As peles foram removidas e fixadas em Bouin por 16 horas a 
temperatura ambiente. Após as amostras foram lavadas com álcool absoluto 
para remoção do fixador. As peles foram então desidratas numa série de 
álcoois e depois embebidas em parafina. Os cortes foram processados e 
corados com Hematoxilina e Eosina (Chaim et al., 2006). As imagens foram 
obtidas em Microscópio binocular Olympus BX41 (Olympus, Tóquio, Japão). 
 
2.4.20 Análise Estatística  
 
 Os resultados foram submetidos à análise estatística, sendo as 
repetições e o tratamento avaliados. Os resultados dos ensaios in vivo são 
apresentados pela média ±S.E.M., e a análise estatística foi realizada utilizando 
análise de variância (ANOVA - simples); e para avaliar as diferenças entre os 
tratamentos e controle foi utilizado o teste de Tukey. A significância foi definida 









 A expressão da toxina recombinante LiRecTCTP foi realizada em cepa 
de expressão E. Coli Bl21(DE3) pLysS em meio LB e induzida com 0,1 mM de 
IPTG. O tempo de expressão foi de 4 horas em agitação (200 rpm), de acordo 
com Sade e colaboradores (2012). A purificação da LiRecTCTP foi realizada 
por cromatografia de afinidade em condições nativas. Sade (2009) realizou a 
purificação da LiRecTCTP em dois passos de cromatografia, primeiro uma 
cromatografia de afinidade seguida de uma troca iônica. Apesar de obter a 
toxina com alto grau de pureza, os dois passos de purificação despendiam 
tempo e grande perda de toxina (Sade, 2009). Em 2012, Sade e colaboradores 
padronizaram uma purificação em condições híbridas, na qual a proteína após 
a purificação era desnaturada, lavada e renaturada ainda na coluna de 
cromatografia. Dessa forma foi possível obter a LiRecTCTP (aproximadamente 
7 mg/L de cultura) com alto grau de pureza e apenas um passo de 
cromatografia. Apesar de bem estabelecido esse protocolo, problemas no 
redobramento da proteína geravam corpos de inclusão, os quais permaneciam 
ligados a coluna e por muitas vezes reduziram o rendimento. Dessa forma, 
padronizamos uma nova metodologia para purificação, apenas em um passo 
de cromatografia e em condições nativas favorecendo o correto dobramento. 
Para tanto utilizamos 35 mM de Imidazol durante as lavagens e 350 mM para 
eluíção. O Imidazol possui afinidade pelo níquel possibilitando a purificação das 
proteínas (Sambrook, 2001). Na figura 14 podemos observar os resultados da 
expressão heteróloga da LiRecTCTP. Na coluna 1, amostra antes da indução, 
há ausência de expressão da proteína LiRecTCTP. Após o tempo de indução 
obtivemos uma banda de aproximadamente 24 KDa, referente à proteína de 
interesse (coluna 2). Após a realização da cromatografia de afinidade (coluna 
4) obtivemos a proteína com alto grau de pureza (superior a 98%), necessário 
para a realização de experimentos de liberação de histamina e um rendimento 





    
Figura 14: Expressão e Purificação da LiRecTCTP. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% em 
condições redutoras: (1) cultura bacteriana antes da indução com IPTG; (2) cultura bacteriana 
após 4 horas de expressão; (3) void da cromatografia após a ligação com a resina Ni2+ -NTA; 
(4) eluato da cromatografia indicando grau de pureza e mostrando a proteína LiRecTCTP em 
aproximadamente 24 kDa. 
  
 Com a proteína pura seguimos para análise das estruturas secundárias 
por dicroísmo circular (Figura 15). O gráfico demonstra a presença tanto de α-
helices quanto folhas-β. Quanto maior a região de pico, maior o número de 
regiões α-hélice. A deconvolução dos dados revela que a LiRecTCTP é 
composta de 8,85% de α-hélice e 33,61% de folhas-β. Os 57,54% referem-se a 






Figura 15: Dicroísmo Circular da LiRecTCTP. Espectro de Dicroísmo Circular da LiRecTCTP 
em tampão fosfato e análise após deconvolução dos dados pelo programa K2D3 Web Server. 
 
 Para avaliar se as concentrações que seriam testadas posteriormente 
nos tratamentos não seriam tóxicas a células e assim gerando morte celular, foi 
realizado ensaio de viabilidade celular (Figura 16). As células foram expostas 
ao controle positivo de degranulação composto 48/80 e aos controles negativos 
PBS e LiRecDT1 H12A (toxina recombinante produzida pelo mesmo modelo de 
expressão que não apresenta atividade histaminérgica). As células foram 
tratadas com diferentes concentrações da proteína LiRecTCTP (10, 50 e 100 
μg/mL) e do veneno (10, 50 e 100 μg/mL). Após 2 horas de tratamento 
podemos observar que nenhum dos tratamentos utilizados foi capaz de reduzir 






Figura 16: Efeito da LiRecTCTP sob a viabilidade das células RBL-2H3. As células (5x105 
células/poço) foram incubadas com 10, 50 e 100 μg/mL por poço de proteína LiRecTCTP ou 
veneno de L. intermedia, composto 48/80 e PBS por 2 horas a 37°C. A viabilidade celular foi 
avaliada pelo método MTT. Os resultados foram expressos pelas médias das amostras em 
triplicata ± SEM. Para cada ensaio foram realizados três experimentos independentes. **p<0,01 
e ****p<0,0001 
   
 Para avaliar maiores concentrações de LiRecTCTP e seu possível efeito 
citotóxico foi realizada a microscopia eletrônica de varredura das células 
expostas à LiRecTCTP. Na figura 15, podemos observar que o tratamento com 
200 μg/mL gerou alterações morfológicas. A linhagem RBL-2H3 cresce aderida 
na placa e espalhada sobre o substrato, sendo observadas extensões de 
membrana como filopódios. Podemos observar que o tratamento com a dose 
mais alta da LiRecTCTP (200 μg/mL) induziu citotoxicidade nas células: há 
uma redução dos filopódios e presença de células mortas (Figura 17). Além 
disso, encontramos células em apoptose, liberando corpos apoptóticos, blebs. 
Células não viáveis são caracterizadas pela tendência de se soltar do 





dessas características foi observada no tratamento com 100 μg/mL da 
LiRecTCTP e no controle. Portanto, esses dados sugerem que em 
concentrações inferiores a 100 μg/mL da LiRecTCTP observamos a 
degranulação dos basófilos e que em concentrações superiores, como 200 
μg/mL, causam citotoxidade levando a apoptose.  (Figura 16) 
 
Figura 17: Efeito da LiRecTCTP sobre morfologia das células RBL-2H3: Microscopia 
Eletrônica de Varredura (MEV). Células RBL-2H3 foram incubadas com LiRecTCTP por 2 
horas. Após foram fixadas e preparadas para microscopia MEV. As setas indicam os filopódios 
e os asteriscos as células em apoptose. Como controle foi utilizado PBS. As células foram 







 A fim de avaliar a liberação de histamina após a degranulação das 
células RBL-2H3 foi realizado ensaio dosagem da atividade da enzima β-
hexosaminidase (Figura 18). A linhagem RBL-2H3 tem sido usada como 
modelo para estudar a secreção regulada em mastócitos (Passante e Frankish, 
2009). Nesse ensaio foi utilizado o composto p-nitrofenil n-acetil-beta-d-
glucosamina para avaliar a atividade de enzima β-hexosaminidase (liberada 
durante a degranulação), sendo, portanto, dosado o produto da reação, a β-
hexosamina. Podemos observar que não houve aumento da atividade da 
enzima β-hexosaminidase quando as células foram tratadas com a toxina 
recombinante LiRecDT1 H12A (controle negativo, toxina produzida de forma 
recombinante mas sem atividade). Quando as células foram tratadas com o 
composto 48/80 (controle positivo) houve um aumento de aproximadamente 5 
vezes na atividade da enzima liberada (Figura 18), sem alteração na viabilidade 
celular (Figuras 16). A exposição das células à toxina LiRecTCTP demonstrou 
um aumento da atividade β-hexosaminidase concentração dependente. 
Utilizando 5 μg/mL da LiRecTCTP obtivemos um aumento de 3 vezes na 
atividade da enzima, enquanto a concentração de 10 μg/mL gerou um aumento 
de 5,5 vezes na atividade da enzima.  
 Dessa forma podemos observar que um aumento nas concentrações da 
LiRecTCTP e veneno leva a um aumento da atividade de β-hexosaminidase 
(Figura 18), e que o aumento da atividade desta enzima não altera a viabilidade 







Figura 18: Efeito da LiRecTCTP sob a liberação de β-hexosaminidase em RBL-2H3. As 
células (5x105 células/poço) foram incubadas com 10, 50 e 100 μg/mL por poço da toxina 
LiRecTCTP (na presença e ausência de cromoglicato de sódio- CROM) ou veneno de L. 
intermedia, composto 48/80 e PBS por 2 horas a 37°C. A atividade de β- hexosaminidade foi 
medida com a utilização de p-nitrofenil n-acetil-beta-d-glucosamina. Os resultados expressam a 
porcentagem do total de liberação de β- hexosaminidade. Os resultados foram expressos pelas 
medias das amostras em triplicata ± SEM. Para cada ensaio foram realizados três 
experimentos independentes. **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. 
  
 Sabendo que o cálcio é uma molécula sinalizadora muito importante em 
diversos processos celulares e que o influxo de cálcio está relacionado ao 
processo de degranulação foi realizado ensaio de influxo de cálcio (Figura 18). 
Para tanto as células RBL-2H3 foram expostas ao controle (PBS) e a diferentes 
concentrações da proteína LiRecTCTP (50 e 100 μg/mL) em uma cinética de 





de gerar influxo de cálcio de forma concentração dependente. Logo após 5 
minutos de exposição podemos observar que o influxo de cálcio dentro da 
célula torna-se 1,3 vezes maior que o controle quando com 50 μg/mL da 
LiRecTCTP, e 1,6 vezes maior quando testado 100 μg/mL da LiRecTCTP. 
Além disso, utilizamos o inibidor de degranulação (cromoglicato de sódio) e 
podemos observar que ele foi capaz de inibir o influxo de cálcio na maior 
concentração da LiRecTCTP testada em todos os tempos analisados. Esse 
aumento do influxo de cálcio se mantém por todo tempo de reação testado. 
 
Figura 19: Efeito da LiRecTCTP sobre o Influxo de cálcio em RBL-2H3. Células RBL-2H3 na 
presença de fluo-4am foram incubadas com controle negativo PBS e LiRecTCTP na presença 
e ausência de cromoglicato de sódio (CROM). O aumento de cálcio intracelular foi medido pelo 
aumento da fluorescência em Tecan Infinite M200. Dois experimentos independentes (n=3). ** 
p< 0,01 e *** p<0,001. 
 
 Sabendo que a LiRecTCTP é capaz de induzir o processo de 
degranulação em RBL-2H3 e mostrando a interação entre LiRecTCTP e RBL-
2H3, resolvemos avaliar se o tratamento com LiRecTCTP seria capaz de 
induzir a expressão de interleucinas pró inflamatórias nestas células, como já 
descrito para TCTPs de outros organismos. Para tanto foi realizado PCR em 
tempo real para quantificação dos RNAs mensageiros de IL-3 e IL-4 após o 
tratamento das células com LiRecTCTP. Nós pudemos observar que após 2 
horas de tratamento houve um aumento de RNA mensageiro para as 





utilizamos 100 μg/mL da LiRecTCTP. Para IL-4 observamos aumento de cerca 
de 25% quando utilizamos 100 μg/mL. Dessa forma, podemos observar que o 
tratamento com LiRecTCTP é capaz de induzir o aumento na expressão de 
interleucinas (3 e 4) nas células RBL-2H3 (figura 20). 
 
       
Figura 20: Porcentagem da expressão relativa de interleucinas em RBL-2H3 após 
tratamento com LiRecTCTP. Análise por PCR em tempo real dos níveis de IL-3 e IL4 após 
tratamento com 100 μg/mL da LiRecTCTP. Para quantificação foi empregado o método ΔΔct, 
utilizando GAPDH como padrão endógeno para cada amostra. Os dados obtidos foram 
analisados utilizando ANOVA (one way) (n=3), foram realizados dois experimentos 
independentes (*p<0,1; **p<0,01). 
 
 Nossos dados demonstram que a LiRecTCTP é capaz de degranular 
células RBL-2H3. Este tratamento leva ao aumento de interleucinas pró-
inflamatórias (IL-3 e IL-4) e a um aumento do influxo de cálcio in vitro. Além 
disso, quando utilizamos o inibidor de degranulação, cromoglicato de sódio, 
podemos inibir o influxo de cálcio e, consequentemente, a degranulação 
induzida por LiRecTCTP. Dessa forma, o passo seguinte foi avaliar o papel 
dessa toxina in vivo, para melhor compreender seu mecanismo de ação.  
 A LiRecTCTP já havia sido envolvida nos processos de aumento de 
permeabilidade e geração de edema in vivo em camundongos (Sade et al., 
2012). A fim de melhor compreender a participação da LiRecTCTP neste 





com drogas inibidoras de diferentes receptores de histamina e de 
degranulação. Utilizando o corante Evans Blue avaliamos o aumento na 
permeabilidade vascular causada pela LiRecTCTP por meio do 
extravasamento do corante em camundongos. Os animais primeiramente foram 
tratados com os fármacos inibidores de receptores histaminérgicos, com 
posterior injeção do corante intravascular, usando PBS como controle negativo 
e para o teste da proteína recombinante. As peles foram fotografadas após 1 
hora e analisadas com posterior quantificação do corante (Figura 21). Podemos 
observar que quando tratados com PBS (controle negativo) não houve 
extravasamento do corante. Em contrapartida, quando expomos o camundongo 
somente com a LiRecTCTP, sem o uso de inibidores, obtivemos o 
extravasamento mais acentuado. Quando os camundongos foram tratados com 
as drogas inibidoras observamos que a extravasamento de líquido intersticial 
foi inibido (menor quantidade do corante extravasado). Os resultados mostram 
que LiRecTCTP foi capaz de liberar histamina, a qual teve sua ação reduzida 
pelas drogas em ordem crescente de inibição: cimetidina < prometazina < 
tioperamida.  A proteína recombinante LiRecTCTP foi capaz de aumentar o 
extravasamento de corante em aproximadamente 60% se comparada ao 
controle PBS. Da mesma forma a utilização do cromoglicato reduziu o 
extravasamento em 60%, resultado foi semelhante ao controle negativo. Já a 
prometazina e a tioperamida obtiveram uma redução do extravasamento e, 
consequentemente, da permeabilidade muito semelhante, aproximadamente 
13%. A cimetidina, inibidor de receptor H2, não foi capaz de gerar uma redução 










Figura 21: Efeito da LiRecTCTP na permeabilidade vascular in vivo por meio do ensaio de  
extravasamento do corante Evans blue na presença de inibidores de receptores de 
histamina. (A) Imagens da pele dos animais na região da inoculação intradérmica das 
amostras: PBS (controle negativo) ou 10 μg da LiRecTCTP em animal não tratado ou tratado 
previamente com os inibidores (prometazina, cimetidina, tioperamida e cromoglicato). (B) O 





Foram realizados dois experimentos isolados com 10 animais em cada grupo, sendo a análise 
estatística realizada em comparação a LiRecTCTP  *p<0,1; **p<0,01. 
 
 No Loxoscelismo, a resposta inflamatória exacerbada causada pelo 
veneno de aranha marrom (L. intermedia) leva a um aumento na 
permeabilidade vascular e consequente formação de edema (Sade et al., 
2012). Dessa forma, avaliamos o efeito de anti-histamínicos na formação de 
edema causada pela inoculação da LiRecTCTP em camundongos. Os 
tratamentos com os anti-histamínicos foram realizados por vias, doses e 
tempos específicos da posologia específica de cada droga. Sendo que o tempo 
0 foi medido antes da injeção de 10 μl da LiRecTCTP ou de 10 μl de PBS, no 
caso dos controles, na pata dos animais. A análise estatística foi realizada 
entre os fármacos/ LiRecTCTP e fármacos /PBS, e também entre PBS/ 
LiRecTCTP e PBS/PBS.  Podemos observar na figura 22 o aumento da 
espessura da pata do animal logo após a administração, no início, devido ao 
volume injetado. No gráfico A podemos observar a alteração na atividade 
endematogênica quando os animais foram tratados com prometazina. Ocorre 
uma discreta alteração no perfil após o tratamento, muito semelhante ao que 
ocorreu após o tratamento com a tioperamida (gráfico C). No caso da 
cimetidina (gráfico B), cimetidina/LiRecTCTP e PBS/ LiRecTCTP apresentaram 
um perfil semelhante, após 6 horas (360 minutos), sem diferença significativa 
com os controles (cimetidina/ PBS e PBS/ PBS, respectivamente). O gráfico D 
(cromoglicato) apresenta um perfil completamente diferente, a curva mais 
acentuada representa os dados obtidos com a administração da LiRecTCTP. A 
utilização do cromoglicato inibiu de forma muito significativa a formação do 
edema, sendo os dados da toxina inibida por essa droga muito semelhantes 














Figura 22: Avaliação do efeito edematogênico da LiRecTCTP na ausência e presença de 
anti-histamínicos. Os animais foram previamente tratados com os anti-histamínicos (100 μl de 
acordo com cada via e tempo de administração específica de cada fármaco), e no momento do 
ensaio com injeção de PBS (10 μl), como controle negativo e LiRecTCTP (10 μl), a pata foi 
medida usando um micrômetro digital nos seguintes tempos: 0, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 240, 
360, 720, 1440 min. Gráfico A: tratamento com prometazina (inibidor de HR1); gráfico B: pré-
tratamento com cimetidina (inibidor HR1); gráfico C: tratamento com tioperamida (inibidor HR3 
e HR4); gráfico D: tratamento com cromoglicato (inibidor de degranulação de mastócitos). 
Foram realizados dois experimentos (n=5) *p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,003. 
 
 A comparação entre os fármacos (Figura 23) confirma os dados obtidos 
com os anti-histamínicos na permeabilidade vascular, sendo o cromoglicato o 
fármaco com efeito inibidor mais significativo sobre a LiRecTCTP. Este inibidor 
de degranulação de mastócitos foi capaz de reduzir drasticamente o edema de 
pata gerado pela LiRecTCTP. Após a injeção a redução do edema já é de 
aproximadamente 50%, e ainda reduz até praticamente zerar o edema em 1 
hora. Comparando o efeito isolado da LiRecTCTP com o efeito gerado após a 
injeção dos inibidores de histamina, podemos observar que, o inibidor de 
receptor H2 cimetidina foi capaz de reduzir significantemente o edema de pata 
somente até 10 min após a injeção. Tanto a prometazina (inibidor H1) quanto a 
tioperamida (inibidor de H3 e H4) reduziram em aproximadamente 25% o 
edema causado pela LiRecTCTP. Após 2 horas ambas as drogas foram 
capazes de reduzir em 75% o edema, sendo que a tioperamida praticamente 





corroboram com os resultados encontrados no ensaio de permeabilidade 
vascular (Figura 20). 
 
 
Figura 23: Avaliação do efeito edematogênico da LiRecTCTP em animais com a 
administração prévia de anti-histamínicos. Foram realizados dois experimentos (n=5) 
*p<0,1; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,003. 
  
 Para investigar a participação da LiRecTCTP no quadro de 
envenenamento por Loxosceles foram realizados experimentos in vivo de 
dermonecrose utilizando coelhos neozelandeses. Injeções intradérmicas da 
toxina dermonecrótica LiRecDT1 (controle positivo), PBS e GFP (controles 
negativos) e LiRecTCTP isolada ou combinada a LiRecDT1 foram realizadas. A 
indução da dermonecrose macroscópica na pele dos coelhos foi observada em 
1, 3, 6 e 24 h e pode-se constatar que a LiRecDT1 isolada e combinada com a 
LiRecTCTP foi capaz de gerar dermonecrose. Por outro lado, a LiRecTCTP 
isolada e os controles negativos não desenvolveram lesões dermonecróticas. 
Observamos apenas eritema nas lesões geradas pela LiRecTCTP. Enquanto a 





pronunciado, superior ao desenvolvido pela LiRecDT1 isolada sendo esse 
dependente da concentração da LiRecTCTP (Figura 24). 
 
Figura 24: Efeitos da LiRecTCTP in vivo: alterações macroscópicas em pele de coelho 
expostas as toxinas do veneno de L. intermedia. Alterações macroscópicas em pele de 
coelho fotografadas em 0, 1, 3, 6 e 24 horas após o tratamento. Os coelhos foram injetados 
com PBS e GFP (controle negativo), LiRecDT1 1 μg (controle positivo), LiRecTCTP nas 
concentrações de 10 e 20 μg e a combinação de LiRecDT1 1μg com LiRecTCTP nas 





por três pontos. A escala é mostrada do lado direito de cada imagem de representa 0,5 cm. 
Foram utilizados dois coelhos no experimento.   
  
 A fim de melhor compreender o papel da TCTP no envenenamento, 
foram realizadas análises microscópicas das peles dos coelhos (Figura 25). 
Nas porções de pele tratadas com PBS e LiRecDT1 H12A (controles 
negativos), não podemos observar nenhuma alteração morfológica, as 
camadas da pele estavam preservadas assim como as fibras de colágeno. Nas 
porções de pele onde foram inoculadas tanto a LiRecDT1 quanto a LiRecTCTP 
observamos um aumento no infiltrado leucocitário. A LiRecDT1, mesmo em 
baixa concentração (1 μg) foi capaz de recrutar mais células se comparada a 
LiRecTCTP isolada em suas duas concentrações testadas (10 e 20 μg). Porém, 
quando combinamos a LiRecTCTP a LiRecDT1 observamos um recrutamento 
de leucócitos ainda maior do que aquele observado nos tratamentos isolados, 










Figura 25: Efeitos da LiRecTCTP in vivo: alterações microscópicas em pele de coelho 
expostas às toxinas do veneno de L. intermedia. Alterações microscópicas em pele de 
coelho fotografadas 24 horas após o tratamento. Os coelhos foram injetados com PBS e GFP 
(controle negativo), LiRecDT1 1 μg (controle positivo), LiTCTP nas concentrações de 10 e 20 
μg e a combinação de LiRecDT1 1μg com LiTCTP nas concentrações de 10 e 20 μg. A escala 
é mostrada do lado direito de cada imagem. Foram utilizados dois coelhos no experimento.  
Imagens representativas de dois experimentos. 
 
 Por fim, visto que a LiRecTCTP foi capaz de aumentar significativamente 
o edema no ensaio de dermonecrose, avaliamos o efeito sinérgico da 
LiRecTCTP e LiRecDT1 quanto ao aumento da permeabilidade vascular 
(Figura 26). Os camundongos inoculados com PBS e GFP (controles 
negativos) não apresentaram extravasamento do corante Azul de Evans. 
Quando nos camundongos que foram tratados com as toxinas LiRecTCTP (5 e 
10 μg) e LiRecDT1 (1 μg) isoladas observamos um aumento da permeabilidade 
vascular pelo extravasamento do corante. O extravasamento de corante gerado 
pela LiRecTCTP foi concentração dependente. Além disso, quando as toxinas 
foram combinadas observamos um aumento da permeabilidade vascular 
dependente da concentração da LiRecTCTP.  
  
 
Figura 26: Efeito sinérgico da LiRecTCTP e LiRecDT1 na permeabilidade vascular in vivo 
através do extravasamento do corante Azul de Evans. Imagens da pele dos animais na região 
da inoculação intradérmica das amostras: PBS e GFP (controle negativo), LiRecDT1 1 μg, 5 e 
10 μg da LiRecTCTP e a combinação LiRecDT1 1μg com 5 e 10 μg da LiRecTCTP. Imagens 
representativas de dois experimentos com 10 animais cada grupo.  





Dessa forma, nossos resultados relacionam a TCTP de aranha-marrom 
ao processo inflamatório decorrente do loxoscelismo. Além disso, demonstram 
que essa proteína isoladamente é capaz de degranular basófilos, e gerar 
aumento de citocinas pró-inflamatórias, bem como, aumento dos níveis de 
cálcio intracelular. Os resultados da avaliação dos anti-histamínicos sugerem 
























 Em vertebrados, TCTPs são conhecidas como fatores de liberação de 
histamina (HRF) dependentes de IgE por liberar histamina e assim induzir uma 
resposta pró-inflamatória. A histamina é um importante regulador da atividade 
das células NK, bem como possui atividade pró-inflamatória, podendo ser 
liberada imediatamente nas fases iniciais da inflamação. Entretanto, muitos 
homólogos da TCTP têm sido identificados em invertebrados e, até 
recentemente, não existiam evidências do envolvimento das TCTPs de 
invertebrados na liberação de histamina (Sade et al., 2012). Todavia, Jia e 
colaboradores (2017), tentando compreender o papel da TCTP de um molusco 
(Zhikong scallop Chlamys farreri) observaram que a TCTP desse invertebrado 
é capaz de atuar como um fator de liberação de histamina.  
Até o presente momento não foram descritos ensaios in vivo utilizando 
proteínas da família TCTP como fator de liberação de histamina, porém em 
ensaios utilizando basófilos e a linhagem celular basofílica RBL-2H3 a proteína 
TCTP humana foi capaz de promover a liberação de histamina e de interleucina 
IL-8 (Macdonald et al., 2001; Mulenga et al., 2003; Macdonald, 2012). 
A histamina é uma molécula chave na cascata alergênica e, 
consequentemente, também os mastócitos são células chave no processo. A 
rápida liberação de mediadores como histamina, citocinas, quimosinas e 
mediadores derivados de lipídeos dos mastócitos induz a anafilaxia sistêmica, 
uma reação alérgica que pode levar a morte do indivíduo. Os mastócitos são 
derivados de precursores das células brancas sanguíneas e estão distribuídos 
amplamente no tecido conjuntivo e na superfície das mucosas. Dessa forma, 
os mastócitos são células importantes para o entendimento das desordens 
alérgicas. Estudos anteriores já caracterizaram o papel de composto 48/80 ou 
IgE na transdução de sinal na via dos mastócitos gerando ativação de proteína 
G que leva a liberação de histamina por essas células. Como resultado, há um 
aumento na passagem de cálcio pela membrana, gerando aumento dos níveis 
de cálcio intracelular nos mastócitos. A utilização de quelantes de cálcio como 
EDTA inibe a mobilização de cálcio e a degranulação via Fcεr1 (receptor de 
IgE). Dessa forma o cálcio possui um papel chave na regulação da 





 Os basófilos compartilham muitas das características dos mastócitos, 
incluindo a expressão de FcεR1, secreção de citocinas, coloração 
metacromática e liberação de histamina após a ativação. Uma das 
características dos basófilos é sua expressão rápida e potente de interleucinas 
(IL-4 e IL-13). Embora tenham funções semelhantes aos mastócitos, envolvidos 
nas respostas alérgicas e regulação imune, eles possuem funções únicas. O 
principal mediador armazenado nos grânulos dos basófilos é a histamina. A 
histamina complexa- se com proteoglicanos nos grânulos, preferencialmente 
condroitin-sulfato e dissocia-se após exocitose por troca iônica e alteração no 
valor de pH (Stone et al., 2010). 
  
A proteína TCTP, mesmo estando presente em pequena quantidade no 
veneno, pode ser responsável pela liberação de histamina observada nos 
eventos inflamatórios desencadeados pelo envenenamento. Já foi descrito que 
o veneno de aranha-marrom possui um componente termolábil e não dialisável, 
relacionado com a atividade histaminérgica do veneno (Rattmann et al., 2008). 
A presença da histamina no local do envenenamento causa dor, edema e 
contribui para o espalhamento do veneno (Mekori e Metcalfe, 2000). A proteína 
TCTP de Loxosceles intermedia identificada na glândula de veneno da aranha 
poderia estar envolvida com a ação histaminérgica do veneno, uma vez que 
possui alto grau de identidade com fatores de liberação de histamina descritos 
em diversas espécies (Paludo et al., 2009; Sade et al., 2012).  
SADE e colaboradores (2012), através da análise filogenética 
demonstraram que a TCTP de L. intermedia tende a ficar agrupada com 
proteínas TCTP de carrapatos, já descritas como fatores de liberação de 
histamina. Em carrapatos a atividade de liberação de histamina foi descrita 
primeiramente na espécie Demacentor variabilis. Esta proteína foi identificada 
por imunoensaio na saliva do animal e sua proteína recombinante foi capaz de 
promover a liberação de histamina na linhagem celular basofílica RBL-2H3 
(Mulenga et al., 2003). 
Para a análise do papel da LiTCTP foi realizada expressão heteróloga 
segundo Sade e colaboradores (2012). Após a expressão, a purificação foi 
realizada em apenas um passo de cromatografia em condições nativas, 





estruturas secundárias e a solubilidade da LiRecTCTP foi realizado dicroísmo 
circular. Nessa análise pudemos identificar a presença de α-helice e folhas-β, o 
que garante a solubilidade da proteína. Um espectro de dicroísmo circular com 
um mínimo de aproximadamente 205 nm e um ombro em 222 nm é 
característico de proteínas com α-helice e folhas-β, respectivamente. O gráfico 
obtido na análise apresenta essas características e é muito semelhante ao 
encontrado por Lucas e colaboradores (2014) no estudo da TCTP humana. 
Além disso, a análise dos cristais obtidos por Susini e colaboradores (2008) no 
estudo da TCTP humana indica a presença de 3 α-helices e 9 folhas-β. Dessa 
forma os dados obtidos após a deconvolução corroboram os dados obtidos por 
Susini (2008). As TCTPs são proteínas muito conservadas entre os eucariotos. 
Além disso, a TCTP humana já foi descrita como um fator de liberação de 
histamina (Bommer e Thiele, 2004; Sade et al., 2012) . 
A avaliação da degranulação da linhagem RBL-2H3 após tratamento 
com LiRecTCTP ou veneno total de L. intermedia foi realizada em ensaios in 
vitro utilizando a atividade da enzima β–hexoaminidase. A RBL-2H3 é uma 
linhagem celular de leucemia basofílica, a qual tem sido amplamente 
empregada no estudo da ativação e degranulação de mastócitos, da estrutura 
do receptor FcɛR1 e de rotas bioquímicas (Huang et al., 2008; Kimura et al., 
2015; Tavora et al., 2016). A secreção de β-hesoxaminidase é um marcador de 
degranulação dos mastócitos e basófilos. Já é descrito que células, como as 
RBL-2H3, sensibilizadas (anti-DNP-IgE) e estimuladas por um antígeno modelo 
(DNPBSA), sofrem degranulação e assim ocorre a liberação de mediadores 
químicos de resposta alérgica, incluindo a enzima β-hexosaminidase (Naal et 
al., 2004; Kimura et al., 2015; Tavora et al., 2016). 
Nossos resultados (Figura 18) mostram que a exposição à toxina 
LiRecTCTP e ao veneno total de L. intermedia geram significante degranulação 
em basófilos, mesmo sem sensibilização dos receptores para IgE. Além disso, 
pode-se verificar que a liberação de β-hexosaminidase é concentração 
dependente. Esses resultados sugerem que a LiRecTCTP possa ser o 
componente responsável pela liberação de histamina no loxoscelismo. O 
controle positivo foi o composto 48/80 é formado por uma mistura de p- Metoxi- 
N- MetilFeniletilamina ligado ao formaldeído. É assumido que o composto 





negativo foi utilizada a proteína LiRecDT1H12A, pois ela é uma proteína 
recombinante que passou pelos mesmos processos de obtenção que a 
proteína LiRecTCTP, garantindo assim que a degranulação dos mastócitos não 
é produto da ação de moléculas de origem bacteriana provenientes da 
expressão em modelo procarioto. Nossos dados demonstram que 
concentração de 50 μg/mL a LiRecTCTP foi capaz de aumentar 3 vezes a 
atividade de β-hexosaminidase sem alteração na viabilidade dessas células e 
na concentração de 100 μg/mL a LiRecTCTP é capaz de aumentar a atividade 
de β-hexosaminidase em até 5 vezes na concentração, sem alteração na 
viabilidade celular. Além disso, quando as células foram expostas a LiRecTCTP 
e ao inibidor de degranulação (cromoglicato de sódio), não foi observada 
liberação de β-hexosaminidase em todas as concentrações da toxina testadas. 
O Cromoglicato de sódio atua inibindo o influxo de cálcio e assim a liberação 
de mediadores e o processo de degranulação de mastócitos e basófilos 
(Mazurek et al., 1983; Kimura et al., 2015). Esse efeito aliado aos dados 
encontrados pela microscopia eletrônica de varredura sugerem um efeito 
citotóxico da toxina nas células RBL-2H3 somente em mais altas 
concentrações, visto que o processo de degranulação por si só não é lítico 
(Stone et al., 2010). 
Nesse estudo o tratamento de células RBL-2H3 com a LiRecTCTP 
resultou em aumento nos níveis intracelulares de cálcio, o qual foi inibido na 
presença do cromoglicato de sódio. Sabe-se que a ativação de mastócitos é 
dependente do aumento da concentração citosólica de cálcio, a qual está 
associada com a liberação de estoques intracelulares e influxo de Ca2+ 
extracelular através dos SOCs (store-operated calcium channels) (Yang et al., 
2013). Tem sido sugerido que o aumento intracelular de cálcio através dos 
SOCs é essencial para degranulação dos mastócitos e basófilos (Fewtrell e 
Sherman, 1987). O influxo de cálcio e a degranulação das células estão 
intimamente relacionados (Blank e Rivera, 2004). A degranulação da RBL-2H3 
é dependente de Ca2+ e o aumento intracelular de Ca2+ caracterizado pela 
entrada através de SOCs é essencial para liberação do conteúdo dos grânulos 
(Fewtrell e Sherman, 1987; Yang et al., 2013). No processo de degranulação 
de mastócitos, o cálcio, como segundo mensageiro, possui um papel crítico. Os 





bem como a expressão de citocinas inflamatórias. O movimento de cálcio 
através da membrana dos mastócitos está associado com a estimulação e 
secreção de mediadores (Chakraborty et al., 2017). 
Dados da literatura mostram que a TCTP não possui somente a 
capacidade de liberar histamina, mas também induz a liberação de 
interleucinas de basófilos (IL-4 e IL-13) e eosinófilos (IL-8). Além disso, no 
ambiente extracelular, a TCTP funciona como um fator de crescimento e de 
ativação de linfócitos do tipo B (Kang et al., 2001; Macdonald et al., 2001). O 
mecanismo pelo qual a TCTP induz a liberação de histamina é pouco 
conhecido. O tratamento de basófilos com TCTP inicia um processo de 
sinalização semelhante ao mediado por IgE, entretanto sem a fosforilação do 
receptor de IgE e por uma via diferente da que é induzida por IL-3. A 
degranulação de basófilos em resposta à proteína TCTP depende ainda de 
PIP3, ativação de PI3K e Akt (Vonakis et al., 2008; Macdonald, 2012). Análises 
de citometria de fluxo revelaram que a proteína liga-se à superfície de basófilos 
humanos de doadores que foram responsivos ou não à TCTP, ou seja, que 
promoveram ou não a liberação de histamina (Macdonald, 2012). Nossos 
resultados demonstram que a TCTP de L. intermedia é capaz de liberar 
histamina e induzir a liberação de interleucinas (IL-3 e IL-4) de basófilos.  
IL- 3 promove a maturação dos basófilos e possibilita a ativação dos 
basófilos maduros e então secreção de IL-4. A secreção de IL-3 é dependente 
da ativação do receptor FcεRI ligado à IgE.  IL- 4 é um dos marcadores de 
alergia mais relevantes que é produzido por em grandes quantidades por 
basófilos se comparado a outras células do sistema imune. Essa citocina é 
liberada quando o basófilo é degranulado em conjunto com outros mediadores 
como a histamina, dependente ou não de IgE (Schroeder, 2011). Os basófilos 
apresentam FcεRI completo (αβγ2), cuja sinalização para expressão superficial 
se correlaciona diretamente com concentração de IgE livre. Agregação do 
receptor FcεRI ligado à IgE por antígenos multivalentes leva ativação basófila, 
exocitose granular e liberação de mediadores. As proteínas do complemento 
C3a e C5a também ativam basófilos através de seus receptores na superfície 
dos basófilos. IL-3, IL-5, GM-CSF, fator de liberação de histamina (HRF), bem 
como várias quimiocinas, levam a degranulação dos basófilos e secreção de 





4), ativados durante a resposta inata, também são expressos em basófilos e a 
sua ativação leva a secreção de IL-4 e IL-13 e potencialização da ativação 
induzida por IgE e não-IgE. Similarmente, IL-33, um membro da superfamília 
IL-1, ativa basófilos através do receptor ST2 resultando na expressão de IL-4 e 
IL-13 e na potencialização da degranulação mediada por IgE (Stone et al., 
2010). 
Nossos dados corroboram Sade e colaboradores (2012) e mostram 
que LiRecTCTP é capaz de gerar um aumento na permeabilidade vascular e 
edema num curto intervalo de tempo (Figuras 20 e 21). A avaliação de 
inibidores específicos de receptores de histamina: prometazina (inibidor de 
receptor H1), cimetidina (inibidor de receptor H2), tioperamida (inibidor de 
receptor H3 e H4), bem como um inibidor de degranulação de mastócitos, o 
cromoglicato de sódio (Kimura et al., 2015) evidenciou que a LiRecTCTP é 
capaz de liberar histamina. A histamina é um importante mediador químico que 
causa vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular. A utilização do 
cromoglicato de sódio reduziu a permeabilidade vascular e o edema 
provavelmente por prevenir a degranulação dos mastócitos e basófilos e assim 
inibir a liberação de moléculas como a histamina e outros mediadores 
vasoativos (Kimura et al., 2015). Os resultados deixam claro a capacidade de 
inibição de cada composto e consequentemente a liberação de da histamina 
pela LiRecTCTP (Figuras 20 e 22). Observamos uma inibição pela tioperamida 
(receptor H3 e H4) > prometazina (receptor H1) > cimetidina (receptor H2). 
Esses dados refletem a localização e função de cada um dos receptores. Os 4 
subtipos de receptores (H1, H2, H3 e H4) são acoplados a proteína G, e 
diferem entre si nas vias de segundos mensageiros e na sua distribuição 
tecidual. Os receptores H1 são expressos primariamente nas células 
endoteliais vasculares e nas células musculares lisas. Esses receptores 
medeiam reações inflamatórias e alérgicas. A principal função do receptor H2 
consiste em mediar a secreção de ácido gástrico no estômago, receptores H3 e 
H4 ainda não tem suas funções muito bem definidas, mas estão presentes em 
mastócitos, basófilos e eosinófilos e medeiam reações inflamatórias (Faustino-





A inflamação é um mecanismo utilizado no reparo do tecido após 
injúria e consiste em uma cascata celular e reações microvasculares. Essa 
cascata inclui edema, aumento da permeabilidade vascular e migração de 
diferentes tipos celulares em direção a injúria tecidual (Schmid-Schonbein, 
2006). Os componentes do veneno de L. intermedia atuam em sinergismo na 
composição do quadro clínico decorrente da picada (Ribeiro et al., 2007; 
Paludo et al., 2009). A presença de histamina no envenenamento causa dor, 
edema, eritema, vasodilatação e mudanças na permeabilidade vascular. Tudo 
isso contribui para a dispersão sistêmica dos componentes do veneno (Paludo 
et al., 2009). SADE e colaboradores (2012) demonstraram o efeito relevante da 
LiRecTCTP isolada em comparação com o veneno total na formação de edema 
em camundongos sendo o tamanho do edema concentração dependente 
(Paludo et al., 2009; Sade et al., 2012). Os resultados dos nossos ensaios in 
vivo, avaliando o efeito da LiRecTCTP no envenenamento através do ensaio de 
dermonecrose em coelhos demonstraram que, assim como encontrado por 
Sade e colaboradores (2012), a LiRecTCTP está envolvida no processo 
inflamatório decorrente do loxoscelismo. A aplicação da LiRecTCTP resultou 
em eritema no local e a injeção combinada da LiRecTCTP com LiRecDT1 levou 
a um aumento da permeabilidade vascular e edema de forma concentração 
dependente. Além disso, a análise microscópica das peles indicou um aumento 
do infiltrado leucocitário, se comparado as inoculações das proteínas isoladas. 
A ativação de mastócitos e basófilos leva a secreção de moléculas vasoativas 
e mediadores inflamatórios como histamina, serotonina, TNF, entre outras que 
propagam ainda mais a ativação dos mastócitos e o processo de inflamação 
(Theoharides et al., 2012). Dessa forma a LiRecTCTP pode estar contribuindo 
para a resposta inflamatória exacerbada decorrente do loxoscelismo, por 
degranular mastócitos e basófilos e assim ampliar a gama de moléculas 
sinalizadoras como histamina e citocinas pró inflamatórias.  
Dessa forma, esse trabalho reforça o importante papel da TCTP nos 
eventos inflamatórios decorrentes do loxoscelismo, bem como avança na 
caracterização da LiRecTCTP como um fator de liberação de histamina, que 
pode atuar degranulando mastócitos e basófilos. Contudo, ainda serão 

































 Esse estudo teve por finalidade entender o papel da TCTP no processo 
de reversão tumoral em modelos de melanoma, bem como avaliar o potencial 
terapêutico da sertralina. Além disso, estudar a participação da LiTCTP no 
quadro clínico decorrente do Loxoscelismo, relacionada com sua atividade 
como um fator de liberação de histamina. 
 A TCTP é uma proteína importante no melanoma humano e murino, 
relacionada com as características de agressividade e metastáticas destes 
tumores. A sertralina, uma droga capaz de reduzir os níveis proteicos de TCTP, 
inibiu a capacidade das células de melanoma de gerar clones e de migrar, além 
de reduzir sua viabilidade e inibir o crescimento tumoral in vivo em modelos 
animais. Além disso, seus efeitos persistiram após a retirada do tratamento. A 
sertralina destaca-se como droga de interesse para o tratamento multimodal do 
melanoma, além de ser também uma estratégia de reestabelecimento da 
atividade de P53. 
 Em relação a TCTP de L. intermedia, podemos caracterizar essa 
proteína como um fator de liberação de histamina, capaz de liberar histamina 
de mastócitos e basófilos, interleucina 3 e 4 de basófilos. A inibição dos 
receptores de histamina impede os efeitos histaminérgicos da LiRecTCTP in 
vitro e in vivo, assim como a inibição da degranulação. Além disso, 
confirmamos a participação da TCTP no quadro clínico do loxoscelismo, com 
ação edematogênica e na permeabilidade vascular. 
 Nossos resultados avançam no entendimento dos papeis da proteína 
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